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Estructura de la Tesis 
 
Esta Tesis Doctoral se organiza siguiendo el orden habitual de un trabajo científico. Comienza 
con un apartado de Introducción en el que se realiza una revisión general sobre los vectores del 
orden Díptera: culícidos, culicoides y flebótomos, describiendo su clasificación taxonómica, 
biología y ecología, así como su papel como vectores de patógenos. A continuación se presentan 
los Objetivos de trabajo planteados y los cuatro Capítulos que conforman el cuerpo de la Tesis 
Doctoral. Dichos capítulos están redactados en inglés y corresponden a artículos científicos en 
diferente estado de publicación. Cada uno de los capítulos se presenta según la estructura típica 
de un artículo: resumen, introducción, material y métodos, resultados, discusión y finalmente las 
referencias bibliográficas empleadas. A continuación se presenta una Discusión General en la 
que se engloban los diferentes estudios realizados y sus implicaciones en salud pública y animal. 
Finalmente, se recogen ordenadamente la Síntesis y Conclusiones obtenidas en los diferentes 
estudios que componen este trabajo de Tesis Doctoral. 
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Introducción 
 
Enfermedades transmitidas por vectores: relevancia  
 
En la actualidad, las enfermedades transmitidas por vectores (ETVs) se encuentran entre 
las enfermedades más relevantes en salud pública y sanidad animal. Las ETVs se 
caracterizan, en su mayoría, por su elevada capacidad de difusión y por su amplia 
distribución espacial y temporal (Becker et al. 2010), en parte debido a la gran 
diversidad de vectores y hospedadores implicados en la epidemiología de los agentes 
patógenos causales. Dentro de las ETVs encontramos numerosas enfermedades 
endémicas que son conocidas desde tiempos ancestrales, como es la malaria, pero 
también se encuentran enfermedades emergentes y re-emergentes, llamadas así debido a 
que su incidencia en territorios fuera de su distribución conocida se ha incrementado en 
el tiempo o amenaza con incrementarse en un futuro próximo, o debido a su 
resurgimiento en lugares de donde habían desaparecido o donde su incidencia había 
disminuido. La aparición o reaparición de estas enfermedades conlleva un enorme 
riesgo debido a su potencial para provocar epizootias (Daszak et al. 2000).  
La gran relevancia que tienen las ETVs en salud pública radica en los graves 
cuadros clínicos y elevada mortalidad que causan en poblaciones humanas (Lederberg 
et al. 1992). Enfermedades como el dengue (Gubler 1998) y la malaria (Becker et al. 
2010) son dos claros ejemplos de las dramáticas consecuencias de las ETVs en la salud 
pública. Según datos aportados por la organización Mundial de la Salud (OMS), se 
considera que las ETVs son responsables de aproximadamente el 24% de los casos de 
mortalidad descritos en humanos a escala mundial. Así mismo, en medicina veterinaria, 
las implicaciones que tienen las ETVs son alarmantes. La lengua azul (LA) por ejemplo, 
una enfermedad transmitida por jejenes del género Culicoides, ha causado grandes 
pérdidas económicas debido principalmente a las restricciones del movimiento de 
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animales y sus productos con fines comerciales, así como debido a las propias medidas 
de control como la vacunación de los rumiantes domésticos en Europa (Bram et al. 
2002; Maclachlan 2010). Un ejemplo muy reciente es el de la aparición por primera vez 
a nivel mundial del virus de Schmallenberg (Hoffmann et al. 2012) – cuya transmisión 
ha sido vinculada a jejenes del género Culicoides – y que ha generado un gran revuelo 
en la Unión Europea y problemas en el comercio de animales y subproductos con 
terceros países. En menos de un año el virus y la enfermedad que ocasiona se ha 
expandido por gran parte de Europa, mostrando el potencial de emergencia de las 
enfermedades vectoriales (Lievaart-Peterson et al. 2012). Resultan también destacables 
los daños ecológicos que las ETVs pueden ocasionar al afectar directa e indirectamente 
a las poblaciones de animales silvestres. Cuando el daño se infringe a especies 
amenazadas, los efectos sobre la conservación son aún más evidentes y relevantes. Tal 
es el caso del virus West Nile (WN), que afecta un gran número de animales, tanto aves 
como mamíferos y reptiles (McLean et al. 2002), y es el causante del declive 
poblacional de algunas especies de aves silvestres nativas en Norteamérica (Marra et al. 
2004; LaDeau et al. 2008).  
 
Enfermedades transmitidas por vectores: factores condicionantes 
Las causas de la creciente expansión geográfica de las ETVs en el mundo son complejas 
y multifactoriales (Figura 1), y dicha dispersión está siendo ocasionada tanto por la 
expansión de vectores como por cambios en la ecología de los patógenos causales 
(Daszak et al. 2000). Alteraciones en el equilibrio del ecosistema y de su biocenosis 
conllevan variaciones en el escenario en el que interactúan patógenos, vectores y 
hospedadores, alterando consecuentemente la dinámica de las ETVs (Chivian 2002; 
Vora 2008). Estas alteraciones pueden generar ecosistemas desequilibrados en los que la 
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favorabilidad ambiental para ciertas especies de vectores artrópodos – o bien para los 
patógenos que portan – se vea incrementada (Kampen y Werner 2011), facilitando la 
propagación de dichos vectores o el establecimiento de especies foráneas. En una gran 
parte de los casos, las alteraciones en estos ecosistemas están relacionadas con factores 
antropogénicos, como la deforestación, la contaminación, el cambio climático, etc. 
Quizá por ello el factor más importante en las alteraciones en las poblaciones de 
artrópodos vectores de enfermedades sea el fenómeno de la globalización, incluyéndose 
en este fenómeno la movilización masiva de mercancías y animales, el movimiento de 
personas por turismo, negocios o por migraciones debidas a conflictos socio-políticos y 
económicos, los cambios en los usos del suelo, variaciones en los sistemas de 
almacenamiento de agua, el notable aumento de la población humana y el cambio 
climático global asociado a dichas actividades (Weiss y McMichael 2004; Pickering et 
al. 2012; Figura 1). 
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Figura 1. Visión esquemática de la complejidad de factores implicados en la dinámica 
de las enfermedades transmitidas por vectores. Adaptada de Daszak et al. (2000). 
 
 
 Existen numerosos ejemplos en la literatura científica sobre la implicación de 
alteraciones originadas por las actividades humanas en la aparición de ETVs. A pesar de 
la multifactorialidad en las alteraciones de las poblaciones de vectores y de sus 
patógenos. Algunos ejemplos de estos factores concretos serían: 
La deforestación de bosques tropicales en América del Sur ocasionó un 
incremento en la favorabilidad de hábitats para la reproducción de anofelinos, lo que dio 
origen a numerosos brotes de malaria (Walsh et al. 1993). Harrus y Baneth (2005) y 
Louria (2007) señalaron que los charcos de agua en las zonas deforestadas son menos 
salinos y ácidos, propiciando el desarrollo de larvas de especies de mosquitos como 
Anopheles darlingi, el vector más eficaz de la malaria en el Amazonas. En numerosas 
zonas del mundo – África, Asia y América − el aumento de la transmisión de los 
agentes causales de la malaria ha coincidido con la deforestación. La deforestación 
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también se ha asociado con una mayor exposición a los vectores de la fiebre amarilla y 
la leishmaniasis (Patz et al. 2000; Molyneux, 2003; Vora et al.2008).  
El incremento de las poblaciones de animales, tanto domésticos como silvestres, 
así como alteraciones en la biodiversidad y con ello en la predominancia de unas 
especies sobre otras (Ostfeld y Keesing 2000). Una mayor facilidad en el acceso a 
hospedadores y la presencia asegurada de una fuente de alimentación estable puede 
tener un efecto muy importante en las poblaciones de vectores, incrementando 
paralelamente la probabilidad de que los criadores de animales domésticos se conviertan 
a la par en fuente de alimento para los vectores (Patz et al. 2000). Las actividades 
humanas también conllevan alteraciones en la dinámica de las poblaciones de 
potenciales hospedadores silvestres que pueden condicionar la dinámica de los vectores. 
Existen numerosos ejemplos en la literatura científica, pero quizás uno de los más 
conocidos sea el del incremento de las poblaciones de garrapatas asociadas al 
incremento de los ungulados silvestres. En el Reino Unido la distribución y densidad de 
garrapatas de la especie Ixodes ricinus – principal vector en Europa de los patógenos 
causantes de la encefalitis transmitida por garrapatas, la enfermedad de Lyme o la 
anaplasmosis granulocítica humana – se ha incrementado en las últimas décadas en 
paralelo al incremento en la densidad y distribución de cérvidos silvestres, 
principalmente ciervo (Cervus elaphus) y corzo (Capreolus capreolus; Scharlemann et 
al. 2008; Ruiz-Fons y Gilbert 2010). Los hospedadores silvestres también pueden jugar 
un papel importante como hospedadores de dípteros, como parece evidenciar el hecho 
de que la favorabilidad ambiental para ungulados muestre un efecto positivo en la 
abundancia de Culicoides imicola en España (Acevedo et al. 2010).  
El manejo de los sistemas fluviales también conlleva variaciones en la creación 
de reservorios artificiales que son especialmente propicios para la proliferación de 
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muchas especies de dípteros por su poca profundidad y amplia superficie (Molyneux 
2003). La aparición de Plasmodium falciparum − una de las especies del género 
causantes de la malaria − en el desierto de Thar de la India coincidió con la 
construcción de una red de canales de riego (Harrus y Baneth 2005). Los campos de 
cultivo de arroz también constituyen uno de los hábitats más favorables para el 
desarrollo de mosquitos (Ponçon et al. 2007), por lo que el incremento de la demanda de 
este producto básico de subsistencia en muchas áreas del mundo debido al crecimiento 
demográfico de la población humana mundial conlleva aparejado el incremento de 
hábitats favorables para la reproducción de mosquitos.  
La urbanización es otro factor importante de las alteraciones originadas por las 
actividades humanas en la aparición de ETVs y en gran medida origen de los factores 
anteriormente mencionados, y sobre todo en territorios naturales donde se ocasiona un 
incremento de la probabilidad de contacto del ser humano y de sus animales domésticos 
con vectores de enfermedades. La urbanización puede aumentar la exposición a algunos 
vectores de ETVs, como ha ocurrido con la fiebre amarilla, la tripanosomiasis, la 
enfermedad de Kyasanur o la enfermedad de Lyme (Ostfeld y Keesing 2000; Molyneux 
2003; Sutherst 2004).  
Los movimientos de hospedadores y mercancías son  relevantes en la dinámica 
de los vectores artrópodos y de los patógenos que portan. Cohen y Powderly (2004) 
describieron la asociación entre diversos brotes de leishmaniasis en varias ciudades 
brasileñas y la inmigración de la población de zonas rurales a zonas urbanas. Aedes 
albopictus − uno de los vectores más importantes de ETVs − está en la actualidad en 
continua expansión  por todo el mundo. En Europa una de las vías de introducción más 
importante de Ae. albopictus ha sido el incremento de las actividades comerciales y 
turísticas, ya que su propagación se ha asociado a la presencia de huevos en neumáticos 
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usados y productos de jardinería como el “Lucky bambu” (Reiter y Sprenger 1987; 
Madon et al. 2002) o asociado al transporte accidental de adultos en el interior de 
vehículos (Flacio et al. 2004). 
El cambio climático global (CCG), sin lugar a dudas, es el factor de origen 
antropogénico más relevante en el cambio en la dinámica de las poblaciones de vectores 
y en la epidemiología de los patógenos que transmiten – y por ello es considerado como 
un factor con entidad propia en esta revisión. Esta estrecha relación tiene como origen el 
hecho de que factores climatológicos como la temperatura, la humedad y la 
precipitación son condicionantes clave de la biología y consecuentemente de la 
dinámica poblacional de los vectores artrópodos. Paralelamente, la replicación de los 
patógenos en los vectores y su transmisión a los hospedadores están en gran medida 
condicionadas por factores climáticos, por lo que la dinámica de las ETVs presenta una 
clara vinculación a los factores climáticos (Higgs et al. 2004). A modo de ejemplo, cabe 
señalar que el aumento de la temperatura y las precipitaciones favorecen la generación 
de hábitats y de condiciones ambientales favorables para el desarrollo de los mosquitos. 
Un aumento de alrededor de 2°C en la temperatura de la superficie del agua reduce el 
tiempo del desarrollo de larvas y pupas de An. messeae significativamente, resultando 
en un aumento del ciclo gonotrófico (período desde que la hembra se alimenta de sangre 
hasta que vuelve a alimentarse) y el número de generaciones (Becker 2009). Sin 
embargo, cabe señalar también que el efecto del CCG puede diferir significativamente 
entre regiones geográficamente próximas, por lo que sus efectos deben de ser predichos 
no sólo a escalas geográficas continentales, sino también a escalas regionales y locales. 
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Vectores del orden Diptera de relevancia en salud pública y sanidad animal 
La mayoría de artrópodos que transmiten enfermedades pertenecen al orden Diptera 
(“dos alas”; Becker et al. 2010), cuyos individuos desarrollan una metamorfosis 
completa, generalmente pasando por cuatro fases bien definidas: huevo, larva, pupa y 
adulto. El orden de los dípteros está formado por varios miles de especies, pero sólo 
algunas de ellas tienen importancia médica y/o veterinaria (Tabla 1). La mayoría de 
estas especies pertenecen al suborden Nematocera, caracterizados por presentar largas 
antenas filiformes multi-segmentadas y con anatomía diversa en las piezas bucales, 
desde no funcionales a mordedoras y chupadoras (Gullan y Cranston 2005). Dentro del 
suborden Nematocera, los principales vectores que transmiten enfermedades son los 
culícidos (familia Culicidae), los Culicoides o “jejenes” (familia Ceratopogonidae), los 
flebótomos (familia Psychodidae) y los simúlidos (familia Simulidae; Borkent 2005; 
Figura 2; Tabla1). En este trabajo de Tesis Doctoral se han estudiado las tres primeras 
familias de dípteros y por ello la familia Simuliade no será tratada en detalle. 
 
Figura 2. Morfología general de dípteros de las familias: A) Culicidae, B) 
Ceratopogonidae C) Psychodidae. Marquardt (2005). 
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Culícidos 
De entre los diferentes grupos de artrópodos hematófagos capaces de transmitir 
enfermedades, los mosquitos o culícidos – considerando el término “mosquito” en su 
acepción anglosajona referente únicamente a los dípteros de la familia Culicidae − son 
los dípteros más importantes en salud pública y sanidad animal (Eldridge 2005). Se 
considera que los culícidos son los principales organismos transmisores de patógenos al 
ser humano (Estrada-Peña y Jongejan 1999). La Organización Mundial de la Salud 
(OMS) estimó que en el año 2006 aproximadamente 247 millones de casos clínicos y 
alrededor de un millón de muertes en el mundo fueron causadas por enfermedades 
transmitidas por mosquitos (OMS 2008). Posiblemente los mosquitos sean las especies 
del reino animal que mayor morbilidad y mortalidad causan en el ser humano, 
generando además elevadísimos costes económicos derivados de las necesidades de 
inversión en su control y de sus efectos adversos derivados (Becker et al. 2010; Figura 
2). 
1. Clasificación taxonómica, biología y ecología de los culícidos 
Dentro de la familia Culicidae se incluyen numerosos géneros, siendo los más 
relevantes desde el punto de vista sanitario Aedes, Anopheles, Culex y Culiseta. La 
biología de los culícidos presenta una serie de adaptaciones extraordinarias para 
prosperar en ambientes altamente heterogéneos a pesar de que los requerimientos 
básicos para su reproducción son similares. Algunas especies pueden colonizar temporal 
o permanentemente tanto sitios naturales, urbanos y rurales, como puntos contaminados 
o limpios (Becker et al. 2010), si bien ciertas especies presentan restricciones 
ambientales mucho más severas. Se da la circunstancia que aquellas especies con mayor 
capacidad adaptativa son las especies con mayor potencial expansivo y por ende, con 
mayor potencial epidemiológico. 
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 El tamaño de los adultos varía según las especies, pero generalmente no superan 
los 15 mm. Las hembras de los culícidos son hematófagas obligadas para completar el 
desarrollo de los huevos, mientras los machos se alimentan habitualmente de jugos 
vegetales (Vinogradova 2000). Los hábitos de puesta de huevos de las hembras varían 
ampliamente de una especie a otra. La mayoría de los culícidos requiere hábitats 
acuáticos para su desarrollo, y por ello las hembras necesitan de una superficie acuática 
en la que depositar sus huevos. Sin embargo, algunas hembras de los géneros Aedes y 
Ochlerotatus pueden depositar sus huevos en suelo húmedo sin el requerimiento de un 
cuerpo de agua, si bien estas zonas de oviposición deben de inundarse a posteriori para 
que se produzca la eclosión y el desarrollo de las larvas (Bueno-Marí y Jiménez-Peydró 
2011). El hábitat condiciona por ende el desarrollo de los mosquitos. De forma general, 
los mosquitos aprovechan una amplia variedad de hábitats acuáticos para el desarrollo 
de las larvas, desde pozas naturales creadas tras las precipitaciones hasta pequeños 
depósitos de agua como los platos que se colocan bajo las macetas, pasando por grandes 
superficies de agua como los humedales (Beeuwkes et al. 2011). La mayor parte de las 
especies de mosquitos desarrollan sus larvas en agua dulce y limpia (Ofulla et al. 2010). 
Sin embargo, algunas especies toleran aguas con diversos grados de contaminación 
como tanques sépticos y de drenaje con altas concentraciones de contaminación 
orgánica o aguas residuales de regadíos con altas concentraciones de fitosanitarios. 
Algunas especies, como es el caso de Ochlerotatus caspius, están adaptadas a ambientes 
salinos donde son capaces de reproducirse (Azzam 2012; Clavero 1946). De forma 
general, los cuerpos de agua seleccionados por los culícidos para reproducirse son de 
aguas someras y ricas en nutrientes, mientras que evitan masas de agua profundas y 
abiertas que proporcionan poca protección contra depredadores, como peces y larvas de 
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otros insectos, y contra el arrastre de estados inmaduros y de nutrientes por las 
corrientes (Clements 1992). 
Los huevos depositados en agua emergen en un día o dos, pero los huevos 
puestos en la superficie del suelo no eclosionan hasta que la superficie es inundada 
(meses o incluso años). Después de la eclosión se desarrollan cuatro estadios larvarios y 
una fase de pupa que dura de 1 a 2 días y que dará lugar al estadio adulto (Becker et al. 
2010; Figura 3). En verano, con temperaturas cálidas, todo el ciclo de desarrollo desde 
huevo a adulto puede ser completado en tan sólo 10 días. En función de la capacidad de 
una especie, subespecie o biotipo de criar una o más generaciones durante un ciclo 
anual, se clasifica a los mosquitos en univoltinos − una generación por año − o 
multivoltinos − varias generaciones por año. El potencial colonizador de taxones 
multivoltinos es por ende superior que el de especies univoltinas (Eldridge 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Etapas del ciclo biológico general de los culícidos: A) adulto; B) huevos; C) 
larva con 4 estadios (culicino); y D) pupa. Adaptación de Becker et al. (2010). 
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 El tiempo necesario para el desarrollo de los estadios larvarios depende de 
factores climáticos como la temperatura, la precipitación y la humedad relativa, que 
influyen directamente en la ecología, la fisiología y consecuentemente la abundancia de 
los culícidos (Bidlingmayer 1974; Service 1978; Alto et al. 2012). Por ejemplo, en el 
caso de Culex pipiens un ascenso de la temperatura no sólo activa e incrementa el 
desarrollo de las larvas, sino que también puede aumentar el número de veces que la 
hembra necesita alimentarse de sangre para la ovogénesis (Becker et al. 2010). Ello 
aumentaría el número de picaduras en hospedadores vertebrados sobre los que se 
alimenta, aumentando con ello la probabilidad de ser infectada y de trasmitir un agente 
patógeno de un huésped a otro (Snow 1999; Becker 2008). Para evitar las condiciones 
climáticas desfavorables (generalmente las bajas temperaturas en invierno), los 
culícidos pueden desarrollar un fenómeno común a numerosos artrópodos conocido 
como diapausa. Dicho proceso constituye una adaptación fisiológica de los insectos 
mediante el cual los procesos reproductivos y el comportamiento se alteran para 
permitir la supervivencia del insecto ante condiciones ambientales adversas.  
Finalmente los hospedadores son el otro gran factor que condiciona la presencia 
de los mosquitos en zonas concretas, pero sobre todo su abundancia (Patz et al. 2000). 
La especificidad de hospedador es variable entre las diferentes especies de culícidos, e 
incluso entre subespecies y biotipos dentro de una misma especie (Apperson et al. 
2004). Algunas especies presentan un grado muy elevado de especificidad de 
hospedador, caso de Ae. triseriatus con ardillas (Tamias spp.) en Estados Unidos (Issa y 
Heather 2009), mientras otras, por ejemplo las especies del complejo Cx. pipiens, se 
alimentan de aquellos hospedadores que encuentran con mayor facilidad (Kilpatrick et 
al. 2007). Cabe también señalar que muchas especies de mosquitos se han especializado 
en reproducirse y alimentarse en ambientes urbanos donde las personas somos su 
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principal fuente de alimento, constituyéndose en las especies con mayor potencial 
epidemiológico en salud pública. Un ejemplo claro es el de Ae. albopictus, el mosquito 
tigre, o el de algunas especies transmisoras de malaria como An. labranchiae (Bueno-
Marí et al. 2010). Es por ello que el ciclo de vida de los mosquitos está íntimamente 
ligado a la dinámica poblacional de sus hospedadores. 
2. 
Los agentes patógenos transmitidos por culícidos son muy diversos y pueden incluir 
virus, bacterias y parásitos (Rosenberg y Ben Beard 2011). Dentro del grupo de los 
virus, los dos arbovirus más importantes para el ser humano pueden ser el virus de la 
fiebre amarilla y el virus del dengue (Weissenböck et al. 2010). Gould y Solomon 
(2008) estimaron que la fiebre amarilla causa en humanos alrededor de 200000 casos de 
enfermos y 30000 muertes al año (Tabla 1). El virus del dengue causa en humanos la 
enfermedad del dengue o “fiebre quebrantahuesos”. La incidencia mundial de dengue se 
ha incrementado en la ultima década, especialmente asociado con el aumento del 
intercambio internacional de pasajeros y mercancías (Becker et al. 2010). La OMS 
(2008) y Gratz (1999) indican que actualmente alrededor del 40% de la población 
mundial vive bajo riego de infección por el virus del dengue. Además del virus del 
dengue y del virus de la fiebre amarilla existen otros arbovirus trasmitidos por 
mosquitos de gran relevancia como el virus de West Nile (WN), causante de una 
enfermedad que afecta principalmente a aves, equinos y humanos. El virus de WN ha 
causado múltiples brotes a nivel mundial desde hace más de 60 años (Calistri et al. 
2010). Sin embargo, en 1999 surgió un brote en EEUU que resultó alarmante por su 
rápida distribución, su elevada morbilidad en humanos y una drástica tasa de mortalidad 
en diversas especies de aves (Lanciotti et al. 1999). Otro ejemplo es el virus de 
Chikungunya (CH), un patógeno originario y endémico en África y Asia, pero que en 
Patógenos transmitidos por culícidos 
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2007 apareció por primera vez en el sur de Europa (Rezza et al. 2007). Un brote que 
afectó a más de 2 millones de personas entre 2006 y 2007 en la India hizo saltar las 
alarmas sobre el virus de CH a nivel mundial y sobre su potencial patógeno. En la 
actualidad, el agente transmitido por culícidos que mayor preocupación ocasiona en las 
autoridades sanitarias de la Unión Europea es el virus de la fiebre del valle del Rift 
(FVR). El virus de la FVR ocasiona la enfermedad de su mismo nombre, una zoonosis 
que afecta principalmente a los rumiantes cursando con elevada mortalidad en neonatos 
(Chevalier et al. 2010). Los brotes de FVR en el continente africano se asocian 
generalmente a episodios meteorológicos de fuertes lluvias e inundaciones que dan 
como resultado la proliferación de mosquitos. Uno de los brotes más devastadores que 
se han registrado hasta ahora ha sido el de Egipto entre 1977 y 1978 (Turell et al. 2010). 
Existen más de 30 especies de vectores involucrados en su trasmisión, siendo los más 
importantes algunas especies de los géneros Aedes y Culex (Linthicum et al. 1985). 
También se ha descrito el posible papel de otros dípteros, como los jejenes del género 
Culicoides (Glick 1990) o como los flebótomos (Turell y Perkins 1990) como 
potenciales vectores del virus de la FVR. Se ha especulado que si la FVR fuese 
introducida en Europa, culícidos como Ae. vexans y Cx. pipiens podrían jugar un papel 
importante como vectores en la cuenca Mediterránea (Turell 1989). 
 Así mismo, los culícidos son capaces de trasmitir otros arbovirus que afectan a 
humanos y animales tanto domésticos como silvestres, como el virus de la encefalitis 
japonesa (Weng et al. 2000), el virus de Saint Louis (Killpatrick et al. 2005), el virus 
Sindbis (Dohm et al. 1995), el virus Usutu (Williams et al. 1964), el virus Bagaza 
(Traore-Lamizana et al. 1994) o el virus Tahyna (Bardos y Danielova et al. 1959) entre 
otros (Tabla 1). Además, Christenson (1984) y Eliasson et al. (2002) mencionan que los 
culícidos han sido identificados y vinculados a brotes epidémicos de agentes bacterianos 
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como Francisella tularensis – agente causal de la tularemia tanto en animales como en 
humanos. Las enfermedades parasitarias también entran dentro del rol epidemiológico 
de los culícidos, estando principalmente asociadas al género Anopheles. El más claro 
ejemplo de enfermedad parasitaria  − entendida en terminología clásica de las ciencias 
veterinarias – es el paludismo o malaria, causada por protozoos del género Plasmodium, 
principalmente P. falciparum en zonas tropicales y P. vivax en zonas templadas (Peralta 
et al. 2010). La malaria sigue ostentado el “honor” de ser la ETV más importante a nivel 
mundial (OMS 2008), ya que es responsable de al menos 300 millones de casos de 
infección y más de un millón de muertes humanas al año. Así mismo, se considera que 
alrededor de 3300 millones de personas viven en constante riesgo de infectarse por 
malaria (OMS 2008). Algunas especies de culícidos de los géneros Culex, Aedes y 
Anopheles tienen la capacidad de trasmitir nematodos, como es el caso de Dirofilaria 
immitis (Pampiglione et al. 1995; Cancrini et al. 2007), el agente causal de la 
dirofilariasis canina y humana. Actualmente en la cuenca Mediterránea los casos de 
dirofilariasis están en aumento ocasionados por D. repens (agente etiológico de la 
infección subcutánea) que afecta principalmente a cánidos y félidos (Pampiglione et al. 
2000; Simon et al. 2005). Los culícidos también son capaces de transmitir otra especie 
de filaria − Setaria labiatopapillosa − que afecta principalmente a bovinos, aunque 
también puede afectar a otros mamíferos (Cancrini et al. 2007; Reusken et al. 2010; 
Tabla 1). 
 
Culicoides  
Conocidos vulgarmente como “jejenes”, los ceratopogónidos constituyen  una numerosa 
familia de dípteros. Tienen una terrible reputación debido a las desagradables picaduras 
que ocasionan a personas y animales, además de ser vectores de enfermedades muy 
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relevantes como la lengua azul (Borkent 2005). A diferencia de los culícidos, la mayor 
parte de los ceratopogónidos no son relevantes desde el punto de vista de salud pública 
y sanidad animal, y juegan un papel ecológico relevante como polinizadores, como 
parásitos, e incluso depredadores, de otros insectos y como base trófica para muchos 
insectívoros (Eldridge 2005). Dentro de los dípteros, la relevancia sanitaria de los 
ceratopogónidos es mayor en sanidad animal que en salud pública, ya que las 
enfermedades más relevantes transmitidas por estos insectos afectan a animales y sólo 
unas pocas de las más conocidas son zoonóticas (ver Tabla 1). Dentro de los 
ceratopogónidos, el género Culicoides y en concreto las especies clasificadas en el 
subgénero Avaritia son los que mayor relevancia presentan desde el punto de vista 
sanitario. Por esta razón, la revisión en esta Tesis Doctoral, cuyo eje central es la 
prevención de riesgos sanitarios a través del conocimiento entomológico, se centrará 
principalmente en el género Culicoides, obviando muchos aspectos de la biología y 
ecología de otros ceratopogónidos. 
 
1. 
Actualmente existen más de 5000 especies descritas dentro de la familia 
Ceratopogonidae, clasificadas en cuatro subfamilias: Forcipomyiinae, Dasyheleinae, 
Ceratopogoninae y Leptoconopinae. Dentro de la subfamilia Ceratopogoninae se 
incluye el género Culicoides, en la tribu Culicoidini, con alrededor de 1400 especies 
conocidas. Las especies de esta familia están presentes en casi todas las regiones 
terrestres del planeta, desde  zonas costeras hasta zonas de alta montaña, y desde los 
trópicos hasta el Ártico (Eldridge 2005). En general se trata de especies cuya biología y 
ecología han sido poco estudiadas. En regiones como América del Norte y Europa 
existen problemas para clasificarlas taxonómicamente, sin hablar de las especies de 
Clasificación taxonómica, biología y ecología de los Culicoides  
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Culicoides del centro y sur de América, Asia y África, en donde el número de especies 
es notablemente más abundante (Eldridge 2005). 
Los Culicoides  miden alrededor de 1,5 a 3 mm de longitud. Las especies del 
género Culicoides desarrollan un ciclo de vida básico que incluye una etapa de huevo, 
cuatro fases en estadio de larva, una fase de pupa y una fase adulta (Figura 4). La 
duración del desarrollo completo desde huevo hasta adulto varía con la especie y el 
hábitat, pero sobre todo con la temperatura ambiental. Con temperaturas entre 28 y 35ºC 
el ciclo completo dura 15 días, pero al decender la temperatura el ciclo se puede 
prolongar, llegando a tardar hasta siete meses en realizar todo el ciclo biológico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Etapas del ciclo biológico general de especies del género Culicoides: A) 
adulto; B) huevo; C) larva con 4 estados;  y D) pupa. Adaptado de Eldridge (2005). 
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 Los lugares de puesta de huevos seleccionados por los Culicoides  varían de una 
especie a otra. En general necesitan abundante materia orgánica que sirva de nutriente a 
las bacterias, algas o nematodos de vida libre que son la base de la alimentación de los 
estadios inmaduros. Estos hábitats de cría varían mucho, pudiendo ser desde zonas 
encharcadas, agujeros de árboles con restos vegetales, frutos en descomposición o 
incluso troncos de árboles en descomposición (Kirkeby et al. 2009). Algunas larvas de 
Culicoides  pueden desarrollarse con abundancias de más de 10.000 larvas/m2 en suelos 
húmedos o con estiércol de animales (Eldridge 2005). Dos de las especies más 
importantes desde el punto de vista de la sanidad animal, C. imicola y C. obsoletus 
presentan diferencias en sus preferencias de hábitat para la puesta de huevos. Mientras 
C. imicola busca zonas húmedas con abundante materia orgánica, evitando zonas donde 
el drenaje tanto de humedad – p. ej., terrenos arenosos – como de nutrientes – p. ej., 
zonas de elevada pendiente – sea elevado e impida el correcto desarrollo de los estados 
inmaduros, C. obsoletus selecciona excrementos de animales, generalmente de vacuno, 
como lugar óptimo para el desarrollo de su ciclo de vida (Meiswinkel et al. 2004). Esto 
condiciona en gran medida la distribución espacial de estas especies y con ello los 
riesgos sanitarios a los que los vertebrados están expuestos en función de su 
localización geográfica. 
La actividad circadiana de numerosas especies del género Culicoides – 
especialmente en regiones en las que el estrés hídrico es elevado − suele comenzar en el 
ocaso del día, aprovechando la disminución de la temperatura y el consecuente 
incremento de la humedad ambiental. Sin embargo, algunas especies como C. 
impunctatus (Bhasin et al. 2000) mantienen la actividad durante el día. La actividad 
estacional de los Culicoides viene condicionada principalmente por factores ambientales 
predominantes íntimamente asociados a la biología de cada especie. Así, mientras los 
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picos de abundancia anual de C. obsoletus y C. pulicaris acontecen entre la primavera y 
principios del verano (Lucientes et al. 2008), el pico de actividad anual de C. imicola se 
retrasa hasta finales de verano y principios de otoño (Miranda et al. 2004). Este es un 
factor muy importante desde el punto de vista epidemiológico, ya que estos patrones 
fenológicos determinan en gran medida el riesgo de los hospedadores vertebrados de 
estar expuestos a los patógenos transmitidos por estos jejenes. El rango de acción de los 
jejenes del género Culicoides es variable, desde unos pocos a cientos de metros desde el 
lugar de eclosión de los adultos (Eldridge 2005). Sin embargo, y a diferencia de otros 
dípteros, algunas especies del género son capaces de ascender cientos de metros y ser 
arrastrados por corrientes de aire. Se ha descrito que ante la combinación idónea de 
factores ambientales – condiciones de temperatura y humedad relativa adecuadas − y la 
formación de corrientes ascendentes de aire, los Culicoides pueden ser transportados 
vivos a distancias de más de 700 kilómetros desde sus lugares de origen (Hendrickx et 
al. 2008). Esto les otorga a estas especies la capacidad de desplazarse entre diferentes 
territorios, entre diferentes países o incluso de un continente a otro, colonizando nuevas 
zonas e incrementando el riesgo de introducción de patógenos de zonas endémicas a 
zonas potencialmente adecuadas para los mismos (Hendrickx et al. 2008). Las 
implicaciones epidemiológicas de este acontecimiento ecológico son por ello de una 
magnitud colosal, y son las que han condicionado tradicionalmente la expansión 
geográfica del virus de la lengua azul en muchos países europeos de la cuenca 
mediterránea e incluso en el Canal de la Mancha (Sanders et al. 2011). 
Como algunos otros dípteros, solamente las hembras son hematófagas mientras 
que los machos se alimentan principalmente sobre plantas. Las hembras son 
oportunistas y la selección de hospedador depende principalmente de su disponibilidad, 
es decir de su abundancia con respecto al resto de vertebrados en el ecosistema, en la 
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zona de reproducción (Eldridge 2005). El rango de hospedadores de los que se 
alimentan los Culicoides es tan amplio que puede incluir desde tortugas marinas hasta 
seres humanos (Tempelis 1975). Sin embargo, en ocasiones se establecen patrones de 
preferencia por hospedadores concretos aún cuando otros vertebrados están disponibles, 
como se evidenció en Culicoides obsoletus y C. pulicaris en explotaciones ganaderas 
alemanas (Bartsch et al. 2009). 
 
2. 
Los Culicoides  son reconocidos principalmente por ser capaces de transmitir un gran 
número de patógenos, desde virus a protozoos y nematodos, que pueden tener un 
elevado impacto sanitario, tanto en personas como a animales (Borkent 2005). Sin 
embargo, como anteriormente se comentó, los patógenos transmitidos por jejenes de 
este género tienen un mayor impacto en sanidad animal que en salud pública. 
Patógenos transmitidos por Culicoides  
De entre todos los agentes infecciosos que pueden transmitir los jejenes del 
género Culicoides, sin duda el virus de la lengua azul (LA) – clasificado en el género 
Orbivirus de la familia Reoviridae − es el que mayor impacto global genera por sus 
efectos en la producción ganadera de rumiantes y por las restricciones comerciales 
(Carpenter et al. 2008). La lengua azul (LA) es una enfermedad que afecta a camélidos 
y rumiantes tanto silvestres como domésticos. La LA se caracteriza por afectar a 
mucosas, principalmente bucal y nasal, produciendo síntomas como fiebre, debilidad 
muscular, salivación excesiva, edema facial y cianosis lingual (razón de su nombre) y 
con frecuencia la muerte (Schwartz-Cornil et al. 2008). El  virus de la LA es un virus 
originario del sur del continente africano, en el que alrededor de 25 serotipos diferentes 
están presentes (MacLachlan et al. 2009). El ciclo de vida endémico de este virus en el 
sur de África comprende la presencia de reservorios tanto domésticos (principalmente 
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vacuno) como silvestres (rumiantes silvestres principalmente) y una especie principal de 
vector, C. imicola (Meisswinkel et al. 2004). Desde sus cuarteles africanos el virus de la 
LA ha realizado numerosas incursiones a otros países africanos y al resto de 
continentes, apareciendo en todo el continente americano − donde C. sonorensis en 
Norteamérica y C. insignis en Centro y Suramérica son los principales vectores −, en 
Oceanía y el continente asiático – con C. brevitarsis como vector principal – y en 
Europa – donde C. imicola y algunas especies de los grupos C. obsoletus y C. pulicaris 
son vectores (Tabachnick 2010).  Las numerosas incursiones del virus al continente 
Europeo han acabado en la consecución del establecimiento de ciclos endémicos del 
virus en países de la cuenca mediterránea (García-Bocanegra et al. 2011; RASVE 2011; 
Falconi et al. 2011), donde animales domésticos y silvestres actúan como reservorios y 
numerosas especies de jejenes del género Culicoides actúan como vectores. El brote de 
LA que afectó a la península ibérica en los años 50 del s. XX causó la muerte de 46000 
ovinos en Portugal y 133000 en España (López y Sánchez-Botija 1958). A partir de 
1998 la LA ha re-emergido en la cuenca mediterránea y por primera vez emergió en el 
centro-oeste y norte de Europa, traspasando la mítica barrera longitudinal de los 40ºN 
establecida a priori en base a la distribución de C. imicola. Las numerosas incursiones 
históricas del virus de la LA en Europa han estado ocasionadas por diferentes serotipos, 
de los cuales se han detectado un total de diez: 1, 2, 4, 6, 8, 9, 10, 11, 15 y 16, algunos 
de ellos de origen vacunal. Estos brotes han  causado la muerte de millones de 
rumiantes domésticos, declarándose a la Organización Internacional de Epizootías 
(OIE) más de 110000 brotes entre 1998 y 2010 (Meiswinkel et al. 2007; Guis et al. 
2012). Velthuis et al. (2010) indicaron que las pérdidas económicas solamente por el 
serotipo 8 ascendieron a más de 32 millones de euros en 2006 y 163,8 millones de euros 
en 2007. 
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 Otra enfermedad vírica transmitida por Culicoides de origen africano es la peste 
equina africana (PEA). La PEA, causada por un Orbivirus de la familia Reoviridae, es 
endémica en el continente africano y es responsable de una elevada mortalidad en 
caballos (Equus caballus), burros (Equus africanus asinus) y mulos (E. caballus x E. a. 
asinus), tanto en zonas enzoóticas como en zonas epizoóticas. La PEA puede cursar con 
tasas de mortalidad superiores al 90% (Mellor y Hamblin 2004). Los reservorios 
silvestres principales en el continente africano son équidos silvestres, como cebras y 
asnos, que no manifiestan sintomatología alguna tras la infección por el virus pero 
desarrollan elevadas cargas virales en sangre. El virus de la PEA es trasmitido por 
jejenes del género Culicoides, siendo el vector más importante C. imicola (Coetzer y 
Tustin 2004), aunque otros vectores han sido responsables en zonas fuera del continente 
africano, como en Oriente Medio, la India y Pakistán. El serotipo 9 del virus de la PEA 
apareció por vez primera fuera de sus cuarteles africanos en España en el año 1966. 
Posteriormente, ya en el año 1987, el serotipo 4 fue introducido a la península ibérica, 
causando devastadores efectos en équidos domésticos en España y Portugal (Mellor y 
Hamblin 2004).  Esta serie de brotes puso además en evidencia que otras especies 
paleárticas de jejenes aparte de C. imicola, como C. obsoletus y C. pulicaris, podían 
contribuir a la trasmisión de la PEA en Europa (Mellor et al. 1990). En la actualidad el 
riesgo de reintroducción y reemergencia de la PEA a territorio europeo desde África es 
elevado, constituyendo una constante preocupación para las autoridades responsables de 
la sanidad animal en Europa (Gale et al. 2009). De momento, no se conoce si algún 
animal silvestre europeo podría tener algún papel en la epidemiología del virus de la 
PEA, si bien la ausencia de équidos silvestres en Europa parece indicar que un ciclo 
silvestre es poco probable. 
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 Otro Orbivirus muy cercano al de la LA es el virus de la enfermedad 
hemorrágica epizoótica (EHE), que comparte con la LA su tropismo por los jejenes del 
género Culicoides. La EHE afecta principalmente a rumiantes silvestres y domésticos 
donde es capaz de provocar un cuadro clínico que en ocasiones es de curso mortal. El 
virus de la EHE es originario también del continente africano, pero ha sido introducido 
en numerosas regiones del mundo como en el continente americano, en Asia y en 
Australia  (MacLachlan y Guthrie 2010). En Norteamérica, Dubay et al. (2006) informó 
que una de las causas de la drástica reducción de la población de berrendo (Antilocapra 
americana) en Arizona era la mortalidad por EHE. En Europa no se ha descrito hasta el 
momento la presencia del virus, aunque existen poblaciones estables de Culicoides 
capaces de trasmitir la EHE como C. obsoletus, C imicola, C. pusilus y C. pulicaris 
(Savini et al. 2011). Por lo anterior, las autoridades veterinarias europeas en los últimos 
años han permanecido alerta ante los brotes que en el verano de 2006 aparecieron en el 
norte de África y en el 2007 en Turquía (Temizel et al. 2009). Además, especies de 
rumiantes silvestres europeos como el ciervo rojo (Cervus elaphus), el gamo (Dama 
dama) y el corzo (Capreolus capreolus) han sido experimentalmente capaces de 
infectarse por el virus de la EHE (Gibbs y Lawman 1977). Es, por lo tanto, de especial 
relevancia cuestionarse el papel de los rumiantes silvestres europeos en el ciclo 
epidemiológico de la EHE en una supuesta entrada del virus a Europa (EFSA 2012). 
En el año 2011 se registraron numerosos brotes en Alemania, Holanda y Bélgica 
de abortos por malformaciones fetales en ovino y bovino (Hoffmann et al. 2012). Desde 
estos países los brotes de abortos por malformación fetal se extendieron al Reino Unido, 
Luxemburgo, Francia, Italia y España. Se identificó un nuevo virus del género 
Orthobunyavirus, muy próximo al virus Akabane – agente causal de abortos y 
malformaciones congénitas en rumiantes (Jennings y Mellor 1989) –, al virus Aino y al 
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virus Shamonda (catalogados dentro del grupo Simbu de la familia Bunyaviridae; Van 
den Brom et al. 2012), que tomó el nombre de la localidad alemana donde fue descrita 
la enfermedad por vez primera, pasando a conocerse como el virus Schmallenberg. Se 
trata de la primera descripción mundial de este virus del que de momento se desconoce 
su origen. Desde su aparición, y debido a su homología con el virus Akabane (Lievaart-
Peterson et al. 2012) y al patrón geográfico de distribución similar al serotipo 8 de la 
lengua azul, se señaló a jejenes del género Culicoides como vectores. Sin embargo, a 
día de hoy aún no se ha podido establecer un vínculo claro entre Culicoides y el virus 
Schmallenberg, por lo que las especies de Culicoides presuntamente implicadas aún no 
son bien conocidas. Además, como en otros virus transmitidos por Culicoides, la 
transmisión materno-filial y por otras vías entre animales es posible, introduciendo 
mayor complejidad en averiguar el papel real de los jejenes en su epidemiología. 
Algunos virus del grupo Simbu han sido aislados de insectos hematófagos, aves de 
corral y mamíferos en África, Asia, Australia y America (Yanase et al. 2005). Otro 
miembro del grupo Simbu es el virus de Oropouche, que causa una de las más 
importantes enfermedades tropicales por arbovirus de los seres humanos en América. 
Aunque generalmente no es fatal, puede producir síntomas graves de tipo gripal, con 
fiebre y vómitos de hasta 2 semanas (Mourao et al. 2009). Si bien hasta ahora ésta 
ETVs no es relevante en Europa, puede representar una enfermedad de riesgo como 
turista en las regiones endémicas. 
 De entre las enfermedades parasitarias transmitidas por Culicoides, quizás el 
protozoo más importante sea Leucocytozoon caulleryi. Este agente protozoario afecta a 
aves de corral en el sudeste asiático, causando cuadros severos de hemorragia aguda con 
tasas de mortalidad superiores al 20% (Matsumoto et al. 2009). Las filariasis, a su vez, 
son de gran relevancia entre las enfermedades transmitidas por Culicoides. 
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Principalmente, tres especies de filarias son trasmitidas a los seres humanos, pero sólo 
Manzonella ozzardi parece ser levemente patógena y su infección se ha registrando en 
tasas de más del 96% en áreas en el centro y sur de América (Weller et al. 1978; Tabla 
1). 
 
Flebótomos 
Los flebótomos son vectores hematófagos cuya importancia epidemiológica en salud 
pública radica principalmente en la transmisión de diversos virus del género 
Phlebovirus, de agentes bacterianos y de agentes parasitarios como Leishmania spp. que 
afectan tanto a humanos como a animales domésticos y silvestres (Munstermann 2005; 
Figura 2). Debido a que numerosas especies de flebótomos no tienen repercusión 
sanitaria, en este trabajo de Tesis Doctoral se aportará información principalmente sobre 
las especies relevantes desde el punto de vista de salud pública y sanidad animal. 
 
1. 
Los flebotominos son dípteros que pertenecen a la familia Psychodidae; subfamilia 
Phlebotominae. Los flebotominos se dividen en dos géneros principales, Phlebotomus o 
flebótomos, con 12 subgéneros en el viejo mundo, y Lutzomya, con 25 subgéneros en el 
nuevo mundo. Actualmente sigue siendo escaso el conocimiento de la biología de estos 
organismos, incluso se menciona que solamente se conoce el ciclo de vida completo del 
5% de las especies conocidas (Munstermann 2005).   
Clasificación taxonómica, biología y ecología de los flebótomos 
 El tamaño de los adultos es aproximadamente de 2,5 mm. Los flebótomos 
desarrollan una metamorfosis completa desde una fase de huevo, pasando por cuatro 
estadios de larva y uno de pupa hasta llegar a la forma adulta, completándose el ciclo en 
al menos 6 semanas en condiciones favorables (Killick-Kendrick 1999; Figura 5). Para 
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la oviposición las hembras eligen lugares con alta carga de materia orgánica y elevada 
humedad relativa, aunque algunas especies de flebótomos están asociados a olivares en 
regiones semi-áridas de la cuenca mediterránea occidental y de Oriente Próximo (Rioux 
et al 1997). La temperatura, como en otros dípteros, acelera el desarrollo del ciclo de 
vida. Tesh y Guzman (1996) describieron que algunas especies de flebótomos en un 
ambiente con altas temperaturas pueden completar su desarrollo larvario en un mes. Sin 
embargo, a bajas temperaturas el desarrollo larvario puede prolongarse hasta más de 3 
meses. Como en el caso de otros insectos hematófagos, los flebótomos presentan dos 
glándulas salivares saculares localizadas en el tórax que vierten su secreción a través de 
conductos salivares en el momento de la picadura al huésped, facilitando la transmisión 
de un posible patógeno contenido en dichas glándulas (García-Almagro 2004). 
Habitualmente los flebótomos se alimentan de savia vegetal o de jugos segregados por 
pulgones, pero las hembras necesitan alimentarse de sangre de hospedadores 
vertebrados para llevar a cabo la maduración de los huevos (Killick-Kendrick 1999). 
Los flebótomos son insectos de actividad crepuscular con desplazamientos cortos, 
aunque algunas especies presentan actividad diurna principalmente (Killick-Kendrick 
1987). Son preferentemente exofágicas, es decir, se alimentan en ambientes abiertos, 
aunque se conocen especies endófagicas que se alimentan en el interior de viviendas, 
establos o cubículos cerrados donde hay presencia de hospedadores, como es el caso de 
Ph. papatasi. Por otra parte, la mayor parte de flebótomos son fototrópicos, penetrando 
en las viviendas cuando estas están iluminadas (García-Almagro 2004). Las especies de 
flebótomos más abundantes en el Mediterráneo son Sergentomyia minuta, Ph. papatasi, 
Ph. sergenti, Ph. perniciosus y Ph. ariasi. Éstas dos últimas especies presentan un 
incremento en su distribución hacia el norte del continente europeo en los últimos años 
(Kuhn 1999). 
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Figura 5. Etapas del ciclo biológico general de los flebótomos: A) adulto; B) huevo; C) 
larva con 4 estados; y D) pupa. Adaptado de Munstermann (2005). 
 
 En el ámbito de preferencias alimenticias, las hembras de flebótomos en general 
no son consideradas fuertemente antropófilas. En general los flebótomos se alimentan 
del hospedador más disponible incluyendo desde aves de corral a diversos mamíferos, 
por lo tanto se les considera oportunistas (Rossi et al. 2008). 
 
2. 
Virus del género Phlebovirus como el virus Toscana, el virus Nápoles y el virus Sicilia 
son endémicos en la cuenca mediterránea y amenazan con extenderse a zonas más 
templadas de Europa donde los vectores son abundantes. Las fiebres de Sicilia y de 
Nápoles, a pesar de tratarse de enfermedades etiológicamente diferentes, son conocidas 
en conjunto como "la fiebre de los tres días" (Depaquit et al. 2010). Este grupo de virus 
Patógenos trasmitidos por flebótomos  
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afecta principalmente al ser humano, presentando síntomas gripales que incluyen fiebre, 
mialgias y malestar general (Depaquit et al. 2010). Por otro lado, el virus de Toscana 
ocasiona brotes de meningoencefalitis aguda en países europeos que bordean el mar 
Mediterráneo como Italia, Francia, Portugal y España (Valassina et al. 2000; Charrel et 
al. 2005; Sanbonmatsu-Gámez et al. 2005; Santos et al. 2007). La seroprevalencia del 
virus Toscana registrada en pacientes humanos en España oscila entre el 5 y el 22%, 
constituyendo una de las más altas en la cuenca mediterránea (Mendoza-Montero et al. 
1998; Echevarria et al. 2003). Charrel et al. (2009) aisló recientemente en Francia un 
nuevo flebovirus al que llamaron virus de Massilia, del que hasta ahora se desconoce la 
importancia clínica. Por otro lado existen otros virus trasmitidos por flebótomos que 
causan enfermedades en seres humanos como el virus de Chandipura, endémico en la 
India (Mavale et al. 2007), el virus de Isfahan aislado en Irán (Tesh et al. 1977) o el 
virus de Jug Bogdanovac aislado en Serbia (Gligic et al. 1982). Es necesario mencionar 
que aunque actualmente estos últimos virus no son de relevancia sanitaria en territorio 
europeo, deben ser considerados como posibles agentes patógenos emergentes 
trasmitidos por flebótomos.  
Algunas especies de flebótomos ha sido descritos como vectores de Bartonella 
bacilliformis, el agente causal de bartonelosis en humanos y animales (Depaquit et al. 
2010). Sin embargo el papel más relevante de los flebótomos en Europa es sin duda 
debido a su capacidad de actuar como vectores de los agentes causales de leishmaniasis. 
La leishmaniasis es una zoonosis que afecta a 12 millones de personas en todo el mundo 
(Díaz et al. 2012). Existen más de 20 especies de protozoos clasificados en el género 
Leishmania que pueden causar leishmaniasis en humanos y animales tanto domésticos 
como silvestres. La leishmaniasis puede presentarse de forma cutánea, mucocutánea y 
visceral. En Europa, tanto la leishmaniasis cutánea como visceral en humanos es 
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endémica en casi toda la cuenca mediterránea, donde el agente etiológico es L. 
infantum, trasmitido por Ph perniciosus y Ph ariasi (Gramiccia y Gradoni 2005; 
Kampen y Werner 2011). La forma mucocutánea de la leishmaniasis es ocasionada por 
L. tropica, un agente del que de momento en Europa sólo se han descrito casos 
esporádicos en Grecia (Kampen y Werner 2011). Además, recientemente Léger et al. 
(2008) informaron de la introducción de L. donovani a Chipre, pudiendo constituir un 
punto inicial de expansión de este patógeno al resto de Europa (Depaquit et al. 2010; 
Tabla 1). Por su parte, Ready (2010) menciona que la leishmaniasis tiene un elevado 
riesgo de extenderse a regiones más septentrionales de Europa debido a múltiples 
factores desencadenantes, entre los que destaca la dispersión de los vectores y el cambio 
climático. La leishmaniasis es una enfermedad de gran relevancia en enfermos 
inmunodeprimidos; en el sur de Europa se describen 1500 casos de leishmaniasis al año 
en enfermos de SIDA, representando el 90% del total de casos conocidos en el mundo. 
Casi el 60% de los casos europeos corresponden a España (Alvar 1999). Recientemente 
se han registrado brotes importantes en Madrid que se han vinculado a la posible 
proliferación de liebre ibérica (Lepus granatensis; Molina et al. 2012). La fauna 
silvestre juega un papel importante en la epidemiología de la leishmaniasis (Sobrino et 
al. 2008), que en la actualidad es poco conocido. 
 
Vigilancia de dípteros vectores de enfermedades 
En el estudio de las ETVs un factor básico es la vigilancia y monitorización de los 
vectores. De acuerdo con la OMS la vigilancia entomológica sirve, entre otras cosas, 
para determinar cambios en la distribución geográfica y la densidad de un vector, 
evaluar programas de control, obtener un parámetro de la densidad poblacional en el 
tiempo y facilitar decisiones ante una intervención determinada, identificando áreas con 
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elevado potencial para albergar poblaciones importantes de vectores. Numerosos 
métodos de monitorización han sido desarrollados a lo largo de la investigación 
entomológica, pero la selección de la técnica del muestreo adecuada depende 
principalmente de los objetivos del programa de vigilancia (Braks et al. 2011). 
La monitorización de vectores del orden Diptera se lleva a cabo principalmente 
con la recolección de individuos en estados larvario y adulto (Becker et al. 2010). Las 
hembras de dípteros basan la búsqueda de hospedadores potenciales en estímulos 
atrayentes. Esta atracción puede ser por tres tipos de estímulos: olfativo, luminoso o 
térmico. La simulación del estímulo de atracción olfativo consiste en estimular a la 
hembra a través de un cebo de olor, ya sea ácido láctico y/o sudor humano o animal, o 
bien utilizando CO2 que es el resultado de la expiración de los hospedadores (Gage y 
Moore 2004). La atracción luminosa es generada por la luz y por el movimiento de las 
sombras que se genera, para lo cual se utilizan fuentes de luz artificial como atrayentes. 
La atracción térmica está causada por el calor del cuerpo de los hospedadores (Takken 
1991; Petric et al. 1995; Becker et al. 2010).  
Actualmente existe una gran variedad de técnicas y herramientas de muestreo 
para la recolección de estos organismos. Para la captura de individuos adultos de 
culícidos, Culicoides y flebótomos la herramienta más comúnmente utilizada es la 
trampa tipo “Centers for  Disease Control” (CDC) descrita por Sudia y Chamberlain 
(1962), utilizada con un atrayente, ya sea luz, CO2, o ambos (Rowley y Jorgense 1967; 
Wieserschimpf et al. 1990; Ritchie y Kline 1995; Petric et al. 1999; Alexander y Maroli 
2003; Eldridge 2005; Venter y Hermanides 2006; Figura 6). También existen métodos 
más específicos como los aspiradores de succión (Figura 6) o las trampas BG sentinel 
diseñadas para Aedes spp. (Ball y Ritchie 2010). Recientemente se ha puesto a la venta 
el sistema de Mosquito-Magnet®; que utiliza propano en gas como atrayente (Figura 6). 
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Con este gran abanico de opciones se puede elegir el mejor método de captura acorde 
con los objetivos del estudio planteado. Esto se debe hacer de acuerdo a factores como 
la región, las condiciones meteorológicas en el sitio de estudio, el patrón de actividad de 
la especie o especies diana y las etapas fisiológicas de las especies a colectar, por 
mencionar algunos de los factores a considerar (Plata 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Métodos de captura general de dípteros adultos: A) aspirador de succión 
(Figura procedente de Becker et al. (2010)); B) CDC; C) Mosquito-Magnet ®; y D) 
trampa con cepo animal vivo. Figura adaptada de Becker et al. (2010). 
 
 Por otra parte, debido a que la presencia de agentes patógenos transmitidos por 
vectores en los hospedadores vertebrados puede ser de corta duración, como por 
ejemplo los arbovirus, la detección de patógenos en los vectores es a menudo un método 
de elección para monitorizar una enfermedad determinada (Braks et al. 2011). Es por 
ello que la monitorización de los riesgos de adquirir una infección tras la picadura de un 
vector a los que los hospedadores están expuestos se mide a través de la prevalencia del 
patógeno en los vectores y de la tasa de exposición de los hospedadores a las picaduras 
de los mismos. Así, la captura de ejemplares adultos es recomendable para estudios 
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epidemiológicos, ya que los estadios larvarios no han tenido contacto con los 
hospedadores. 
 
Riesgos sanitarios asociados a las enfermedades transmitidas por vectores en Europa y 
España 
En Europa, y más específicamente en España, concurren numerosos factores que 
pueden incrementar no sólo el riesgo de introducción de nuevas ETVs, sino también el 
riesgo de expansión y las tasas de circulación de las ETVs endémicas. Dentro de estos 
numerosos factores podemos destacar: i) la proximidad geográfica de la Unión Europea 
a zonas tropicales y subtropicales endémicas de numerosos patógenos transmitidos por 
vectores; ii) el elevado intercambio comercial con países de numerosas regiones del 
mundo que incrementa los riesgos de introducción de vectores potencialmente 
adaptables a hábitats europeos – como es el caso de Ae. albopictus – y de los patógenos 
que portan; iii) la presencia de numerosas rutas migratorias de aves procedentes de 
regiones tropicales y subtropicales; iv) la elevada carga migratoria de personas 
procedentes del continente africano; y v) el elevado peso comercial de las importaciones 
a la Unión Europea desde terceros países, tanto de regiones tropicales como de regiones 
templadas. Un factor común a numerosas regiones del mundo, pero sobre todo a 
regiones templadas del planeta es el cambio climático y la consecuente alteración en los 
ecosistemas y en la favorabilidad ambiental para vectores artrópodos y sus patógenos, y 
que sin duda es uno de los factores con mayor peso en el riesgo al que Europa está 
expuesta. En Europa se prevén cambios en la temperatura media anual y la precipitación 
media, con inviernos más cálidos en el norte y veranos más cálidos en el sur (Giorgi et 
al. 2004). El efecto del aumento de las temperaturas en Europa puede tener dos 
consecuencias importantes sobre los vectores artrópodos: a) acortar la duración del 
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periodo de desarrollo de los artrópodos; y b) modificar la distribución y abundancia de 
los mismos, mejorando la favorabilidad de territorios anteriormente no favorables o 
incrementándola/disminuyéndola en territorios donde estaban presentes. Además, estos 
cambios en el clima pueden conllevar paralelamente variaciones en los periodos de 
incubación de los patógenos transmitidos, que puede conducir al aumento de riesgo de 
contacto de animales y personas con patógenos causantes de ETVs (Semenza y Menne 
2009). Las principales expectativas de los expertos mundiales son que a medida que el 
clima se haga más cálido, los vectores ampliarán probablemente su distribución en 
Europa y es posible que entren nuevas especies de vectores procedentes de los trópicos 
(Githeko et al. 2001). Sin embargo, no en todos los casos el cambio climático parece 
tender a incrementar la distribución de los vectores, aunque sí repercutir en la dinámica 
poblacional de los mismos (ver predicciones para C. imicola en Acevedo et al. 2010).  
 El riesgo de exposición a ETVs está ligado a factores como el incremento en el 
transporte de personas, animales y mercancías o la cada vez mayor tasa de migración 
humana por factores socioeconómicos (Kampen y Werner 2011). Ae. albopictus es uno 
de los claros ejemplos del riesgo de adaptación de vectores de enfermedades tropicales 
en zonas templadas debido a introducciones accidentales ocasionadas por el comercio 
internacional (Flacio et al.2004). En la actualidad existen varias poblaciones de Ae. 
albopictus establecidas en Europa a partir de la introducción de ejemplares a países de 
la costa del Adriático (Dalla Pozza y Majori 1992; Delacour et al. 2009). Las 
poblaciones de esta especie de vector parecen estar experimentando un incremento en su 
distribución geográfica dentro de las penínsulas ibérica e itálica (Romi 2001; Rueda y 
Hernández 2008) que pueden indicar la clara favorabilidad ambiental de la cuenca 
mediterránea para esta especie. Sin embargo, estudios recientes de favorabilidad 
climática para Ae. albopictus en Europa señalan un probable descenso de favorabilidad 
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en el sur de Europa frente a un claro incremento de la misma en el centro y norte del 
continente (Caminade et al. 2012). 
 En verano del 2007 se describió por vez primera en Europa un brote de fiebre de 
Chikungunya vinculado a turistas italianos que habían viajado a la India en ese mismo 
año (Rezza et al. 2007), mostrando con ello el riesgo de introducción de patógenos 
exóticos a través del transporte. En Europa existen multitud de ejemplos de ETV 
introducidas a través del turismo – caso del dengue (Schmidt-Chanasit et al. 2010) − o 
el caso del virus de Usutu (originario de África) en mirlos (Turdus merula) en Austria y 
que posteriormente se ha extendido a varios países europeos (Weissenböck et al. 2002; 
Busquets et al. 2008). Un ejemplo más cercano es el de la potencial re-emergencia de P. 
vivax en España. España sufrió una serie de brotes de malaria a mediados del s. XX 
(López-Vélez et al. 1999), que posteriormente, y a consecuencia de la intensiva lucha 
antipalúdica de las autoridades sanitarias, fue erradicada. Sin embargo, recientemente se 
describió un brote aislado de malaria autóctona en el centro norte de la comunidad de 
Aragón (Peralta et al. 2010). Esta evidencia junto con los numerosos casos descritos de 
importación a través de aeropuertos (Peralta et al. 2010) pone de manifiesto el enorme 
riesgo para España y la Unión Europea donde existen poblaciones estables de vectores 
competentes − Anopheles spp. − de P. vivax (Bueno-Marí y Jiménez-Peydró 2008). A 
pesar de todo, con respecto a la malaria, Githenko et al. (2001) augura que, de 
presentarse en Europa occidental, es posible que únicamente establezca circulación en 
pequeños focos circunscritos a un número reducido de personas y de carácter 
esporádico, como ha sucedido hasta ahora. 
Por otro lado, las ETVs endémicas también pueden ver alterada su dinámica, 
extendiendo su radio de acción o las tasas de circulación, consecuentemente 
incrementando el riesgo de exposición de la población y de la fauna a los patógenos 
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causales. Un ejemplo reciente es el del brote de leishmaniasis visceral y cutánea que 
desde la primavera de 2011 está afectando a numerosas personas de municipios del sur 
del área metropolitana madrileña (Promed 2012). Así mismo, L. infantum parece estar 
incrementando su distribución hacia el norte de la península ibérica (Sobrino et al. 
2008), probablemente debido a que tanto las condiciones para los vectores como para la 
replicación del patógeno están mejorando en esas latitudes.  
Es así la Unión Europea, y España en concreto por su localización geográfica 
dentro de la misma, un territorio bajo un enorme riesgo de emergencia, re-emergencia y 
alteración de ETVs exóticas y endémicas, respectivamente. La vigilancia entomológica 
y epidemiológica enfocada a comprender cual va a ser la dinámica futura de estos 
patógenos puede contribuir a prevenir desastres humanos, naturales y económicos 
derivados de las ETVs. 
 
Importancia del conocimiento de vectores a nivel regional: Castilla-La Mancha  
En Castilla – La Mancha existen diferentes ecosistemas de gran importancia ecológica, 
entre los cuales cabe resaltar la relevancia de los humedales, ya que constituyen uno de 
los ecosistemas más complejos y productivos del planeta por su riqueza y diversidad de 
componentes bióticos y abióticos (Ramsar 2004). Dentro de Europa es posible que 
España sea uno de los países con más lugares registrados en la lista Ramsar de 
humedales de importancia internacional (223022 Ha). Andalucía encabeza la lista con 
25 lugares y en segundo lugar encontramos a Castilla – La Mancha con 7 lugares: el 
Parque Nacional de las Tablas de Daimiel, la Laguna de la Vega, las lagunas de Alcázar 
de San Juan, la Laguna del Prado, la Laguna de El Hito,  la Laguna de Manjavacas y la 
Laguna de La Puebla de Beleña. La presencia relativamente estable de agua en las zonas 
húmedas resulta favorable para las condiciones ambientales requeridas por numerosos 
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vectores, principalmente los mosquitos, porque además de ofrecer la presencia de agua, 
también ofrecen alimento para estos vectores por la elevada abundancia y diversidad de 
especies de aves (Bueno-Marí et al. 2010). Además, los humedales en España son 
destacados ecosistemas receptores de aves migratorias procedentes de África y del norte 
de Europa (Jourdain et al. 2007). Se conoce que las aves migratorias tienen un papel 
fundamental en la diseminación de patógenos a lugares distantes, y de esta manera se 
facilita el contacto de los agentes patógenos tanto con la población humana como con 
los animales ya sean domésticos o silvestres (Rappole et al. 2000; McLean et al. 2002). 
Este escenario favorable para vectores y patógenos representa un riesgo importante de 
introducción de ETVs exóticas que puedan vehicular las aves. Algunos trabajos 
sugieren que muchas de las especies de aves migratorias en Eurasia desarrollan una 
viremia de virus WN suficiente como para infectar al mosquito vector. Así mismo, 
señalan que el estrés debido a la migración causa en ellas una inmunosupresión que 
hace que aumente la replicación viral (Rappole et al. 2000) y por lo tanto las señala 
como un factor muy relevante en la introducción de este vector a zonas húmedas. Un 
hecho que podría apoyar esta teoría es el que los brotes del virus WN en regiones 
templadas ocurren generalmente a finales del verano o principios del otoño, 
coincidiendo con la llegada de grandes concentraciones de aves migratorias y con la 
época de mayor actividad de los mosquitos. López et al. (2008) observaron en Sevilla 
que de diferentes especies de aves capturadas, las especies migratorias presentaron 
mayores títulos de anticuerpos neutralizantes del virus WN en comparación con las aves 
residentes.  
Otro factor que puede contribuir significativamente a la dinámica poblacional de 
los dípteros hematófagos es la dinámica poblacional de las especies de fauna silvestre 
que puedan actuar como hospedadores. En los últimos años las poblaciones de algunas 
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especies de fauna silvestre en España se han expandido en tamaño y distribución, como 
las poblaciones de ciervo rojo y de jabalí europeo (Gortázar et al. 2000; Acevedo et al. 
2005). Las causas del aumento de la densidad de las poblaciones de hospedadores 
silvestres son numerosas, entre las que cabe mencionar la migración de los campesinos 
del campo a la ciudad, el consecuente abandono de tierras de cultivo y del pastoreo o los 
cambios en los sistemas de gestión de las especies cinegéticas, entre otras (Gortázar et 
al. 2000; Acevedo et al. 2006; Hartley y Gill 2010). En España, la caza tiene una gran 
relevancia económica, sobre todo en las economías rurales, pues genera 240 millones de 
euros al año (JCCM 2012). Tan sólo en Castilla – La Mancha se estima que se destinan 
7 millones de hectáreas a esta actividad (JCCM 2012). La gestión de la industria de la 
caza es en Castilla – La Mancha uno de los factores que ha favorecido el aumento de la 
densidad de las poblaciones de animales cinegéticos hasta alcanzar situaciones de clara 
sobreabundancia (Gortázar et al. 2006). La intensificación de esta industria acarrea 
traslocaciones de animales, como la suelta masiva de perdices rojas (Alectoris rufa) de 
granja o los movimientos en ungulados cinegéticos, con fines de incrementar tanto la 
disponibilidad de piezas de caza como para introducir variabilidad genética o reforzar 
poblaciones autóctonas. Además, es frecuente la introducción de alimentación 
suplementaria para las especies cinegéticas, aumentando con ello la capacidad de carga 
del medio y repercutiendo significativamente sobre la dinámica de las enfermedades 
que portan estas especies (Vicente et al. 2007). La situación de Castilla – La Mancha, en 
la que la gestión cinegética intensiva es frecuente, compromete en gran medida la 
dinámica de las poblaciones de vectores y, con ello, la epidemiología de los patógenos 
que transmiten.  
Para finalizar con esta introducción se debe mencionar que en Castilla – La 
Mancha el conocimiento de vectores de importancia en salud pública y veterinaria es 
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todavía muy limitado. Por ello, existe la necesidad de realizar estudios de campo para 
anticipar la aparición de patógenos que ocasionen posibles brotes de ETVs que afecten a 
los seres humanos y animales.  
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Objetivos 
Objetivo general: 
Aportar conocimientos entomológicos que contribuyan al entendimiento de las 
enfermedades trasmitidas por dípteros y conocer a través de ellos el riesgo sanitario 
actual y potencial que representan estos organismos para la salud pública y la sanidad 
animal en el centro-sur de la península ibérica, en concreto en la Comunidad Autónoma 
de Castilla-La Mancha. 
Objetivos específicos: 
1) Determinar cuál es la composición y distribución de las poblaciones de dípteros 
de la familia Culicidae predominantes en ambientes acuáticos no urbanos en el 
amplio gradiente ambiental y climático del centro-sur de la península ibérica 
(Capítulo 1). 
2) Establecer cuáles son los riesgos sanitarios potenciales para animales y personas 
asociados a dípteros de la familia Culicidae en ambientes acuáticos no urbanos 
del centro-sur de la península ibérica con la finalidad de establecer prioridades 
futuras de investigación de enfermedades transmitidas por culícidos (Capítulo 
1). 
3) Establecer en detalle qué factores ecogeográficos – localización espacial, clima, 
hábitat y hospedadores - modulan la abundancia en poblaciones de Culex pipiens 
en ambientes acuáticos no urbanos del centro-sur de la Península Ibérica 
(Capítulo 2). 
4) Evaluar la composición y distribución de las poblaciones de jejenes (Diptera: 
Ceratopogonidae) de importancia en salud pública y sanidad animal en el amplio 
gradiente ambiental y climático del centro-sur de la península ibérica (Capítulo 
3). 
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5) Proporcionar información sobre las especies de jejenes probablemente 
implicadas en los ciclos de vida de Orbivirus en ambientes continentales 
mediterráneos no ganaderos de la península ibérica (Capítulo 3).  
6) Determinar la presencia y distribución de las especies de flebótomos (Diptera: 
Psychodidae) de interés en salud pública y sanidad animal en zonas no urbanas 
del centro-sur de la península ibérica (Capítulo 4). 
7) Determinar la presencia de Leishmania infantum en flebótomos en Castilla – La 
Mancha y, en base a la presencia de L. infantum y a la distribución y abundancia 
de sus vectores, establecer las zonas de riesgo en el centro-sur de la península 
ibérica (Capítulo 4). 
 
 
Capítulo 1 
 
 
 
 
 
 
Spatial ecology - distribution, abundance and community 
composition - of mosquitoes (Diptera: Culicidae) in 
continental Mediterranean environments: implications for 
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Mauricio Durán-Martínez, Pelayo Acevedo, Javier Lucientes, AnaValeria Gutiérrez-
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Ecología especial, distribución, abundancia y composición de las poblaciones de 
mosquitos (Diptera: Culicidae) en hábitats Mediterráneos: implicaciones a la salud 
pública y animal 
 
Resumen 
A pesar de la preocupación actual sobre la emergencia de enfermedades transmitidas 
por mosquitos en la cuenca mediterránea, la información existente sobre la distribución, 
la abundancia y la composición de las comunidades de mosquitos en el área es escasa. 
Por ello, se diseñó un muestreo de mosquitos en 39 localidades en cinco regiones 
climáticas en Castilla – La Mancha en tres periodos diferentes entre los años 2009 y 
2010. Se utilizaron trampas de luz tipo CDC. Se capturaron 783 mosquitos de 6 géneros 
distintos (Anopheles, Aedes, Culex, Culiseta, Ochlerotatus y Uranotaenia) y 19 
especies. Las especies de los géneros Anopheles, Culex y Culiseta presentaron una 
amplia distribución en contraste con Aedes, Ochlerotatus y Uranotaenia que fueron más 
restringidas geográficamente. Especies del complejo Culex pipiens supusieron el 
64,6±3,4% de las capturas y estuvieron presente en 24 de las 39 localidades. Otras 4 
especies siguieron en abundancia: Cx. theileri (7,0±1,8%), Culiseta annulata 
(5,5±1,6%), Cs. subochrea (3,8±1,4%) y el complejo Anopheles maculipennis 
(2,8±1,2%). La mayor abundancia de mosquitos, y particularmente de Cx. pipiens, se 
observó en regiones climáticas medianamente templadas y relativamente llanas y secas. 
El pico de abundancia de Cx. pipiens se observó en verano-otoño. Estos resultados 
mostraron que el mayor riesgo de enfermedades transmitidas por mosquitos proviene de 
aquellos patógenos en los que Cx. pipiens es un vector relevante, como el virus de WN, 
el virus Usutu, el virus de la fiebre del Valle del Rift o el virus Sindbis, entre otros. Sin 
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embargo, la baja abundancia de especies del género Anopheles sugiere que el riesgo de 
reemergencia de la malaria humana es bajo aunque no despreciable. Esta información es 
básica para el futuro análisis de factores de riesgo de las enfermedades transmitidas por 
mosquitos de mayor importancia en zonas interiores de la cuenca mediterránea. 
 
Abstract 
In spite of the current concern on the emergence of mosquito-borne diseases in the 
Mediterranean basin, information on the distribution, abundance and composition of the 
mosquito communities in this area is scarce. For this reason, a mosquito survey was 
conducted in 39 locations within five climatic regions in Castilla – La Mancha (central -
Spain) in three different periods between 2009 and 2010. We used CDC light traps. A 
total of 783 adult mosquitoes were captured, six genera (Anopheles, Aedes, Culex, 
Culiseta, Ochlerotatus and Uranotaenia) and 19 species. Species in the genera 
Anopheles, Culex and Culiseta were widely distributed in the study area while Aedes, 
Ochlerotatus and Uranotaenia species were more restricted geographically. Culex 
pipiens accounted for the 64.6±3.4% of the captures and was captured in 24 of the 39 
locations surveyed. Other 4 species followed in abundance: Cx. theileri (7.0±1.8%), 
Culiseta annulata (5.5±1.6%), Cs. subochrea (3.8±1.4%) and Anopheles maculipennis 
complex (2.8±1.2%). The highest abundances of mosquitoes, and particularly of Cx. 
pipiens, were observed in intermediate temperate and relatively flat and dry climatic 
regions. The peak of abundance of Cx. pipiens was observed in summer-autumn. 
According to these findings, the highest risk of mosquito-borne diseases in these 
Mediterranean environments is for those pathogens for which Cx. pipiens is a relevant 
vector, such as West Nile virus, Usutu virus, Rift Valley Fever virus or Sindbis virus, 
among others. In contrast, the low abundance of Anopheles spp. suggests that the risk of 
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re-emergence of human malaria is low although not negligible. This information will 
constitute the basis for future risk factor analyses of the most relevant mosquito-borne 
pathogens in inland areas of the Mediterranean basin.  
 
Introduction  
Currently, vector-borne pathogens are one of the main causes of emerging diseases 
worldwide (Becker et al. 2010). Among the different groups of blood-sucking 
arthropods that act as vectors of disease, mosquitoes (Diptera: Culicidae) transmit the 
major part of the vector-borne pathogens causing disease in humans (Estrada-Peña and 
Jongejan 1999), and are second to ticks in transmitting diseases to animals (Estrada 
Peña and Jongejan 1999; Sonenshine et al., 2002). The World Health Organization 
estimated that 247 million clinical cases and one million deaths around the world in 
2006 were caused by mosquito-borne diseases (WHO 2008). In addition, health 
authorities in many countries expend millions of Euros annually to control and mitigate 
the devastating consequences of these insects (Becker et al. 2010). Thus, in the context 
of public and animal health, the study of the biology and ecology of mosquitoes seems 
essential for preventing the associated risks while improving the cost-benefit ratio of 
control measures. 
Mosquitoes are insects of the family Culicidae intimately associated to aquatic 
environments in which they develop. Females are hematophagous because a blood meal 
is usually required to complete the development of eggs, while males usually feed on 
plants. Females lay egg batches in the water of aquatic environments or artificial water 
reservoirs, though females of the genus Aedes and some females of the genera 
Ochlerotatus and Culiseta choose soils that will later be flooded to lay their eggs 
(Bueno-Marí and Jiménez-Peydró 2011). Mosquitoes have extraordinarily adapted to 
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prosper in many different environments, from tropical to temperate climates. This great 
adaptability makes some of them able to temporarily or permanently colonize natural 
sites, urban and rural areas, polluted or unpolluted aquatic environments (Becker et al. 
2010).  
Although more than the 75% of the known species of mosquitoes are natural 
residents of the tropics and subtropics (Becker et al. 2010), many species have stable 
populations in temperate areas, such as the Mediterranean basin. Mediterranean 
countries are at a high risk of potential invasion and establishment of exotic mosquito 
species, such as Aedes koreicus in Italy (Bueno-Marí and Jiménez-Peydró 2011; Capelli 
et al. 2011) or the renowned Asian tiger mosquito − Ae. albopictus − that first appeared 
in Albania in 1979 and since then has slowly but efficiently spread westward until 
eastern Spain (Dalla Pozza and Majori 1992; Schaffner and Karch 2000; Aranda et al. 
2006; Roiz et al. 2007; Delacour et al. 2009; Bueno-Marí et al. 2010). This is not likely 
a result of chance but a consequence of changes in human activities (Becker et al. 2010) 
increased transport of people and goods, migratory movements and climate change 
(Gale et al. 2010; Manguin and Boëte 2011) Only 92 of the 3200 mosquito species 
known worldwide have been described in Europe (Becker et al. 2010). Peninsular Spain 
accounts for a high diversity within Europe with 60 reported mosquito species (Carles 
Tolrá 2002). 
Vector-borne pathogens are diverse, including viruses, bacteria and parasites 
(Rosenberg and Ben Beard 2011). Mosquito-borne disease epidemics occur mainly in 
tropical countries (Becker et al. 2010), although several outbreaks have recently 
appeared in temperate countries of the Mediterranean basin such as the outbreaks of 
West Nile Virus (WNV) in France, Portugal, Spain and Italy (Reusken et al. 2010; 
García Bocanegra et al. 2011) and the Chikungunya virus (CHV) outbreak in Italy 
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(Reusken et al. 2010). The expansion of tropical mosquitoes into temperate areas may 
carry over the risk of introduction of tropical mosquito-borne diseases, such as Rift 
Valley fever (Moutailler et al. 2008) that recently reached the north of Mauritania (El 
Mamy et al. 2011). The emergence of CHV in Italy and Bluetongue virus – transmitted 
by Culicoides spp. in Europe (Purse et al. 2005; Landeg 2007; Mehlhorn et al. 2007) are 
good examples. The risk of introduction of exotic vector-borne diseases to the Iberian 
Peninsula is high due to two main features: i) its geographic location between tropical 
and temperate climates that makes it a good “European door” to central European 
countries through northern Africa; and ii) the presence of stable populations of 
mosquitoes that can be competent vectors of tropical pathogens, such as the causal agent 
of human Malaria, Plasmodium vivax (Bueno-Marí and Jiménez-Peydró 2008). In 
addition, the recent establishment of Ae. albopictus in some Spanish regions (Bueno-
Marí and Jiménez-Peydró 2008; Rueda and Hernández 2008; Collantes and Delgado 
2011) increases concerns about the potential emergence of Yellow Fever and Dengue 
(Becker et al. 2010). Monitoring of mosquitoes and transmitted pathogens is thus highly 
recommendable in the Iberian Peninsula. 
Several European regions have established active surveillance programmes to 
prevent the expansion and emergence of mosquito-borne pathogens (Weissenboeck et 
al. 2010), enhancing knowledge on the distribution, abundance and diversity of 
mosquitoes and on the environmental factors that keep them linked to a territory as well. 
However, there is still a need to evaluate the distribution and abundance of mosquitoes 
through wide territories in the Mediterranean basin. The information available about the 
distribution, abundance and community composition of the culicids in Mediterranean 
environments of inland Iberia is scarce (Encinas-Grandes 1982). Thus, the main 
objective of this work was to cover this important gap in knowledge in order to provide 
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a scientific basis for future research on risks of mosquito-borne pathogen emergence. 
Githeko et al. (2001) noted that risks to health increase in regions where the preventive 
health infrastructure is not the appropriate; improving knowledge on the vectors would 
enhance the chance to fight against the emergence of mosquito-borne diseases in the 
Mediterranean basin.  
 
Material and methods  
Study area and sampling site selection criteria  
The Spanish Autonomous Community of Castilla - La Mancha (CLM) extends over 
79.463 km2 in the Spanish Plateau, constituting 15.7% of the mainland Spanish 
territory. Orographically it is a broad plateau with altitudes ranging between 600 and 
1.000 m that includes different mountain ranges up to 2.000 m. The region is 
climatically characterized by the predominance of a Mediterranean climate with 
extreme temperature ranges (cold winters and very hot summers) and an average rainfall 
of 400 mm with large seasonal contrasts (Giménez 1999). 
Climatic conditions may greatly vary between different environments in CLM 
mainly due to altitude and geographic location. Thus, in order to stratify the survey the 
main climatic regions in CLM were determined. For this, the 905 UTM 10x10 km 
squares in CLM were characterized by 27 climatic and spatial variables (Table 1). A 
Principal Component Analysis (PCA) was performed over these variables and the first 
factor retained from the PCA was used to climatically regionalize the study area. The 
values of the first factor were classified by using Jenks Natural Breaks Classification 
method (Jenks 1967). This method optimizes the classification of continuous data into 
discrete categories by reducing the variance within each class while maximizing the 
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variance between classes. We obtained five different climatic regions in our study area 
that were taken into account for selection of the sampling sites (Fig. 1).  
For each climatic region sampling sites were randomly selected from 10x10 
UTM squares with permanent water bodies (i.e. rivers, lagoons or lakes) in a 
proportional number to the surface of each region, being 39 the total number of selected 
squares. Within each selected square the concrete sampling site was selected to be close 
to permanent water sources mainly artificial reservoir lakes, rivers and ponds along 
water streams, and accessible by roads or paths in order to minimize sampling efforts. 
In our study area, streams may become dry during the summer season but small water 
ponds remain. Sampling sites were selected from the standpoint of their likelihood of 
being appropriate breeding habitats for culicids. 
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Table 1. Environmental variables gathered for each of the 905 10x10 km UTM squares 
of the study region and their relation with the first factor obtained from the principal 
component analysis (PCA). The mean value of every variable at each climatic region 
obtained with the PCA factor (see text and Figure 1) and its associated standard error 
within brackets) are also shown. 
 
 
 
 
 
Variable  
Factor 
Bioclimatic region 
1 2 3 4 5 
Longitude (m)1 -0.321 56.5 (0.6) 55. (0.3)6 52.1 (0.3) 47.1 (0.7) 38.9 (0.9) 
Latitude (m)1 -0.652 452.0 (0.4) 441.2 (0.9) 437.4 (0.4) 433.9 (0.5) 435.9 (0.6) 
Difference in altitude (m) -0.407 368.2 (20.1) 331.5 (16.7) 198.6 (9.4) 
317.2 
(12.4) 
293.2 (12.4) 
Mean annual no. of days with hail2  -0.518 4.3 (0.2) 3.5 (0.1) 2.9 (0.1) 2.4 (0.1) 2.9 (0.1) 
Mean annual no. of frost days2  -0.760 105.3 (0.7) 79.5 (1.1) 69.5 (0.4) 51.1 (0.9) 36.8 (0.6) 
Mean annual no. of days with precipitation >0.1mm2 -0.599 79.0 (1.9) 70.1 (1.2) 61.8 (0.5) 58.1 (0.9) 61.1 (0.8) 
Mean annual no. of foggy days2 -0.792 18.0 (0.7) 12.4 (0.6) 4.2 (0.1) 2.0 (0.1) 1.1 (0.1) 
Runoff  (mm) -0.484 158.9 (13.1) 148.1 (8.8) 60.4 (4.4) 77.8 (5.8) 154.0 (10.9) 
Average annual potential evapotranspiration (mm)2 0.856 654.0 (2.8) 733.5 (3.9) 786.7 (2.0) 818.5 (2.2) 850.2 (3.6) 
Average annual actual evapotranspiration (mm) -0.549 573.3 (8.2) 595.8 (8.7) 461.3 (4.9) 467.0 (6.5) 609.4 (10.5) 
Mean relative air humidity in January (HUJ; %)2 0.424 87.0 (0.2) 88.2 (0.2) 90.4 (0.1) 88.6 (0.2) 89.3 (0.3) 
Mean relative air humidity in July (HUJU; %)2 -0.534 70.6 (0.3) 65.5 (0.5) 63.2 (0.2) 62.2 (0.3) 62.7 (0.6) 
Continentality index2, 3  0.235 21.6 (0.9) 26.1 (0.8) 29.0 (0.5) 29.1 (0.6) 28.5 (0.7) 
Moisture Index2, 4 -0.593 88.3 (3.2) 73.1 (2.6) 56.2 (1.1) 52.4 (1.4) 62.5 (2.0) 
Mean annual insolation (hours year-1)2, 5 0.857 24.8 (0.1) 27.5 (0.1) 28.9 (0.0) 28.7 (0.0) 29.3 (6.9) 
Rainfall regularity  0.286 28.7 (0.2) 30.9 (0.2) 30.9 (0.1) 30.8 (0.1) 30.0 (0.1) 
Slope (degrees) -0.444 3.0 (0.2) 2.8 (0.2) 1.5 (0.1) 2.4 (0.1) 2.3 (0.1) 
Soil permeability  0.066 2.4 (0.1) 2.5 (0.1) 2.5 (0.0) 2.0 (0.1) 2.0 (0.1) 
Average annual accumulated precipitation (P; mm)2 -0.647 684.1 (22.6) 621.8 (12.3) 464.0 (5.7) 473.4 (8.6) 621.1 (13.1) 
Average annual maximum precipitation in 24 hours (PM24; 
mm)2 
0.123 93.4 (1.9) 100.9 (2.3) 102.3 (1.6) 134.8 (2.8) 151.5 (4.8) 
Average annual relative maximum precipitation (P/PM24) 0.460 0.1 (0.0) 0.2 (0.0) 0.2 (0.0) 0.3 (0.0) 0.3 (0.0) 
Average annual solar radiation (Kwh m-2 day-1)2  0.731 441.2 (1.4) 471.3 (1.4) 479.3 (0.5) 476.7 (0.5) 472.1 (0.6) 
Mean temperature in January (TEJ; ºC)2 0.876 0.8 (0.1) 3.3 (0.1) 4.5 (0.0) 5.3 (0.1) 6.1 (0.1) 
Mean temperature in July (TEJU; ºC)2 0.909 19.7 (0.1) 21.8 (0.1) 24.0 (0.1) 24.5 (0.1) 25.3 (0.1) 
Average annual mean temperature (ºC)2 0.906 9.5 (0.1) 11.7 (0.1) 13.5 (0.1) 14.2 (0.1) 14.9 (0.1) 
Average annual air humidity range (HUJ-HUJU; %)  0.715 16.4 (0.3) 22.7 (0.5) 27.2 (0.2) 26.5 (0.2) 26.6 (0.5) 
Average annual temperature range (TEJU-TEJ; %)  0.354 18.9 (0.1) 18.6 (0.1) 19.5 (0.1) 19.2 (0.1) 19.1 (0.1) 
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Figure 1. Maps of the study region showing the geographic distribution and the 
abundance of the six genera of culicids found in this work. Climatic regions 1 to 5 are 
represented by decreasing intensity in grey colour within the map (from dark grey for 
region 1 to white for region 5). 
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Mosquito survey  
Mosquito surveys were conducted in three different periods in 2009 and 2010: autumn 
2009, spring-summer 2010 and summer-autumn 2010. Surveys were not performed in 
winter because very cold conditions are expected to decrease the activity of mosquitoes 
to a minimum (Kilpatrick et al. 2006). A mosquito capture station was placed from dusk 
to dawn (approximately from 8:00 pm to 8:00 am) during one night per sampling site 
and period. A capture station consisted in three Centers for Disease Control (CDC) traps 
"Mosquito Light Trap" (Mod2504 Curtis Dyna-FogUS ®, Westfield. USA), two of them 
equipped with a white (W) light lamp and one equipped with an ultraviolet (UV) light. 
Traps were hung from a horizontal structure to allow the light source to remain at a 
height of 1.5 m from the ground (Shin et al. 2005). Each of the 3 traps of a capture 
station was placed at a minimum distance of 20 m to avoid interferences with the rest. 
Capture stations were placed within 0 to 25 m from water bodies and protected from the 
wind by the vegetation. Each trap was checked at dawn, the basket catch withdrew and 
the captured insects placed in coolers for euthanasia. Once dead, insects were placed in 
50 ml labelled containers, preserved in ice during transport and stored frozen at -80ºC. 
Captured insects were classified into five different groups: i) culicids; ii) midges; iii) 
phlebotomines; iv) lepidopters; and v) other insects. The culicids were sexed, 
taxonomically identified to the species level (Schaffner et al. 2001; Becker et al. 2010) 
and quantified. 
Statistical analyses 
A descriptive analysis showed that the distribution of mosquito capture was highly 
aggregated within capture stations (n=109; k=0.1), which consequently conditioned the 
statistical approach to be employed. To control for the ability of the different light trap 
  Capítulo 1 
 69
types in collecting mosquitoes, the relative abundance of mosquitoes (number of 
captured mosquitoes × night-1) every taxa together, and Anopheles spp., Culex spp., 
Culex pipiens and Culiseta spp. in separate – was compared between W (n=218) and 
UV light traps (n=109) by means of non-parametric Mann-Whitney U tests. The 
abundance of mosquitoes was calculated in relation to the number of traps of each type 
because a capture station had double W than UV light traps. Differences in the 
abundance of male and female mosquitoes at the capture station level, both globally and 
independently for each trap type, were analyzed by using Mann-Whitney U tests again. 
Finally, the relative abundance of mosquitoes in relation to water type (stream, river and 
lake) was compared, both globally and independently for each climatic region, by 
means of non-parametric Kruskal-Wallis tests.  
In a second analytical approach the influence of sampling date, location and 
climatic region on the abundance of mosquitoes was assessed. For this purpose the 
abundance of mosquitoes at the capture station level every species together, and Culex 
spp. and Culex pipiens in separate was modelled with 4 variables: i) climatic region (5 
categories); ii) sampling period (3 categories); iii) longitude (continuous); and iv) 
latitude (continuous). Only the most abundant genera and species were modelled 
independently since a minimum number of data are required for modelling and this was 
not achieved with every captured taxa. The modelling approach was run under a 
negative binomial distribution with a logarithmic link function due to the aggregated 
nature of mosquito captures. In order to control for local non-measured effects, 
sampling site was considered as a random variable within the generalized linear mixed 
model approach followed. The modelling approach was performed as reported 
elsewhere (Ruiz Fons et al. 2008). The statistical analyses were run in IBM-SPSS 19.0 
software (IBM. Corporation. New York. USA).  
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Results  
Globally, we captured 783 mosquitoes belonging to six genera: Anopheles, Aedes, 
Culex, Culiseta, Ochlerotatus and Uranotaenia. From these, 19 different species were 
identified (Table 2). 
The genus Culex accounted for the major part of catches (80.2±2.8%) followed 
by Culiseta (11.4±2.2%) and Anopheles (6.5±1.7%). The largest proportion of catches 
of a particular species corresponded to Cx. pipiens (64.6±3.4%) followed by Cx. theileri 
(7.0±1.8%), Cs. annulata (5.5±1.6%), Cs. subochrea (3.8±1.4%) and An. maculipennis 
complex (2.8±1.2%). 
Species of the genera Anopheles, Culex and Culiseta were widely distributed in 
CLM; individuals of these genera were captured in the five climatic regions (Fig. 1). In 
contrast, the distribution of mosquitoes in the genera Aedes, Ochlerotatus and 
Uranotaenia was restricted to a few locations which belonged only to two different 
climatic regions at the time (Fig. 1). The highest abundance of Cx. pipiens was observed 
in the centre and south-west of the study area, in the climatic region 3 (Fig. 2), with 
61.7% of the captures concentrated in only two points one of them concentrating more 
than the 40% of the captures. Cx. pipiens and Cs. annulata were the most widely 
distributed species in the study region (Fig. 2). Cx. theileri, Cs. subochrea and An. 
maculipennis complex were also widely distributed within the study region but in a 
more restricted fashion (Fig. 2). 
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   Bioclimatic region    
 1 2 3 4 5 TOTAL 
Species N M (SE) N M (SE) N M (SE) N M (SE) N M (SE) N M (SE) 
An. spp. 2 0.1 (0.1) 1 0.1 (0.1) 4 0.1 (0.1) 0 0.0 (0) 0 0.0 (0.0) 7 0.1 (0.03) 
An. algeriensis 0 0.0 (0.0) 2 0.1 (0.1) 4 0.1 (0.1) 3 0.1 (0.1) 0 0.0 (0.0) 9 0.1 (0.04) 
An. claviger 0 0.0 (0.0) 1 0.1 (0.1) 7 0.2 (0.1) 1 0.03 (0.03) 0 0.0 (0.0) 9 0.1 (0.03) 
An. maculipennis 1 0.1 (0.1) 0 0.0 (0.0) 13 0.4 (0.4) 6 0.2 (0.1) 2 0.1 (0.1) 22 0.2 (0.1) 
An. marteri 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 3 0.1 (0.1) 0 0.0 (0.0) 3 0.03 (0.02) 
An. plumbeus 0 0.0 (0.0) 1 0.1 (0.1) 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 1 0.01 (0.01) 
Total An. spp. 3 (1) 0.2 (0.2) 5 (3) 0.4 (0.3) 28 (3) 0.9 (0.5) 13 (4) 0.4 (0.2) 2 (1) 0.1 (0.1) 51 0.5 (0.2) 
Ae. spp. 0 0.0 (0) 0 0.0 (0.0) 6 0.2 (0.1) 1 0.03 (0.03) 0 0.0 (0.0) 7 0.1 (0.04) 
Ae. vexans 0 0.0 (0) 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 1 0.03 (0.03) 0 0.0 (0.0) 1 0.01 (0.01) 
Total Ae. spp. 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 6 (1) 0.2 (0.1) 2 (1) 0.1 (0.1) 0 0.0 (0.0) 8 0.07 (0.04) 
Cx. spp. 12 0.7 (0.5) 1 0.1 (0.1) 33 1.0 (0.8) 8 0.3 (0.1) 0 0 (0) 54 0.5 (0.3) 
Cx. pipiens 11 0.7 (0.4) 1 0.1 (0.1) 316 9.9 (6.0) 150 4.8 (3.2) 28 1.9 (1.7) 506 4.6 (2.0) 
Cx. theileri 3 0.2 (0.2) 0 0.0 (0.0) 36 1.1 (1.0) 16 0.5 (0.3) 0 0.0 (0.0) 55 0.5 (0.3) 
Cx. deserticola 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 1 0.1 (0.1) 1 0.01 (0.01) 
Cx. univittatus 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 1 0.03 (0.03) 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 1 0.01 (0.01) 
Cx. mimeticus 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 4 0.1 (0.1) 0 0.0 (0.0) 2 0.1 (0.1) 6 0.1 (0.03) 
Cx. modestus 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 1 0.03 (0.03) 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 1 0.01 (0.01) 
Cx. perexiguus 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 3 0.1 (0.1) 1 0.03 (0.03) 0 0.0 (0.0) 4 0.04 (0.02) 
Total Cx. spp. 26 (2) 1.5 (1.0) 2 (1) 0.1 (0.1) 394 (6) 12.3 (7.7) 175 (3) 5.7 (3.2) 31 (3) 2.1 (1.7) 628 5.8 (2.5) 
Cs. spp. 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 3 0.1 (0.1) 2 0.1 (0.1) 0 0.0 (0.0) 5 0.1 (0.03) 
Cs. annulata 11 0.7 (0.4) 3 0.2 (0.1) 16 0.5 (0.3) 7 0.2 (0.2) 6 0.4 (0.4) 43 0.4 (0.1) 
Cs. longiareolata 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 2 0.1 (0.1) 1 0.03 (0.03) 0 0.0 (0.0) 3 0.03 (0.02) 
Cs. morsitans 2 0.1 (0.1) 0 0.0 (0.0) 5 0.2 (0.1) 1 0.03 (0.03) 0 0.0 (0.0) 8 0.1 (0.04) 
Cs. subochrea 0 0.0 (0.0) 1 0.1 (0.1) 26 0.8 (0.4) 3 0.1 (0.1) 0 0.0 (0.0) 30 0.3 (0.1) 
Total Cs. spp. 13 (2) 0.8 (0.5) 4 (2) 0.3 (0.1) 52 (4) 1.6 (0.7) 14 (4) 0.5 (0.2) 6(1) 0.4 (0.4) 89 0.8 (0.2) 
O. caspius 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 4 0.1 (0.1) 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 4 0.04 (0.03) 
Total O. spp. 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 4 (1) 0.1 (0.1) 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 4 0.04 (0.03) 
U. unguiculata 2 0.1 (0.1) 0 0.0 (0.0) 1 0.1 (0.03) 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 3 0.03 (0.02) 
Total U. spp. 2 (1) 0.1 (0.1) 0 0.0 (0.0) 1 (1) 0.1 (0.03) 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 3 0.03 (0.02) 
TOTAL 44 (6) 2.6 (1.7) 12 (6) 0.8 (0.3) 485 (16) 15.2 (8.9) 204 (12) 6.6 (3.2) 39 (5) 2.6 (1.7) 783 7.2 (2.8) 
 
Table 2. Results of mosquito species captured throughout climatic region. The table 
shows both the total number of captures (N) and the abundance index relative to the 
number of sampling points per climatic region (M) and its associated standard error 
(SE) at the species level. Summarizing rows additionally show the number of species 
captured within each 
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Figure 2. Maps of the study region showing the geographic distribution and the 
abundance of each of the five most abundant culicid species in the study region. 
Climatic regions 1 to 5 are represented by decreasing intensity in grey colour within the 
map (from dark grey for region 1 to white for region 5). 
 
 
 There were slight variations in the abundance index of mosquitoes captured with 
W (2.1±0.9 mosquitoes/trap) and UV (2.9±1.2 mosquitoes/trap) light traps that were 
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statistically non-significant. This pattern of captures was similar for each genus and also 
for Cx. pipiens. Differences in the abundance of both sexes were also statistically non-
significant, with similar number of males and females captured (419 and 364, 
respectively). The capture of males and females did also not differ statistically for each 
mosquito genus and for Cx. pipiens as well. In addition, the relative abundance of each 
sex captured with W and UV light traps did not differ statistically. No statistically 
significant differences in the abundance of mosquitoes between different water types 
were found and the pattern was similar for every one of the genera tested alone and for 
Cx. pipiens (Table 3).  
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Table 3. Results of mosquito species captured throughout water type. The table shows 
both the total number of captures (N) and the abundance index relative to the number of 
sampling points per climatic region (M) and its associated standard error (SE) at the 
species level. Summarizing rows additionally show the number of species captured 
within each genus (within brackets). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Stream River Lake 
Species N M (SE) N M (SE) N M (SE) 
An. spp. 2 0.1 (0.04) 1 0.03 (0.03) 4 0.2 (0.1) 
An. algeriensis 0 0.0 (0.0) 3 0.1 (0.1) 6 0.2 (0.1) 
An. claviger 4 0.1 (0.1) 1 0.03 (0.03) 4 0.2 (0.1) 
An. maculipennis 5 0.1 (0.1) 5 0.1 (0.1) 12 0.5 (0.4) 
An. marteri 1 0.02 (0.02) 2 0.1 (0.1) 0 0.0 (0.0) 
An. plumbeus 1 0.02 (0.02) 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 
Total An. spp. 13 (4) 0.3 (0.1) 12 (4) 0.3 (0.2) 26 (3) 1.0 (0.6) 
Ae. spp. 1 0.02 (0.02) 0 0.0 (0.0) 6 0.2 (0.2) 
Ae. vexans 1 0.02 (0.02) 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 
Total Ae. spp. 2 (1) 0.04 (0.03) 0 0.0 (0.0) 6 (1) 0.2 (0.2) 
Cx. spp. 23 0.5 (0.2) 1 0.03 (0.03) 30 1.2 (1.0) 
Cx. pipiens 75 1.6 (0.6) 151 4.1 (2.7) 280 10.8 (7.3) 
Cx. theileri 16 0.4 (0.2) 6 0.2 (0.1) 33 1.3 (1.2) 
Cx. deserticola 0 0.0 (0.0) 1 0.03 (0.03) 0 0.0 (0.0) 
Cx. univittatus 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 1 0.04 (0.04) 
Cx. mimeticus 0 0.0 (0.0) 2 0.1 (0.1) 4 0.2 (0.1) 
Cx. modestus 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 1 0.04 (0.04) 
Cx. perexiguus 2 0.04 (0.04) 1 0.03 (0.03) 1 0.04 (0.04) 
Total Cx. spp. 116 (3) 2.5 (0.8) 162 (5) 4.4 (2.8) 350 (6) 13.5 (9.4) 
Cs. spp. 5 0.1 (0.1) 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 
Cs. annulata 16 0.4 (0.2) 13 0.4 (0.2) 14 0.5 (0.4) 
Cs. longiareolata 1 0.02 (0.02) 0 0.0 (0.0) 2 0.1 (0.1) 
Cs. morsitans 5 0.1 (0.1) 0 0.0 (0.0) 3 0.1 (0.1) 
Cs. subochrea 4 0.1 (0.1) 1 0.03 (0.03) 25 1.0 (0.5) 
Total Cs. spp. 31 (4) 0.7 (0.2) 14 (2) 0.4 (0.2) 44 (4) 1.7 (0.8) 
O. caspius 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 4 0.2 (0.1) 
Total O. spp. 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 4 (1) 0.2 (0.1) 
U. unguiculata 3 0.1 (0.1) 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 
Total U. spp. 3 (1) 01 (0.1) 0 0.0 (0.0) 0 0.0 (0.0) 
TOTAL 165 (13) 3.6 (1.0) 188 (11) 5.1 (2.8) 430 (15) 16.5 (10.9) 
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 The final model for the global mosquito abundance showed statistically 
significant differences among climatic regions and sampling period (Table 4). The 
highest global abundance of mosquitoes was observed in climatic region 3 (Table 2 and 
Fig. 2) and in the summer-autumn 2010 sampling period (see Table 5). The highest 
abundances of Culex spp. in general and of Cx. pipiens in particular took place in 
climatic regions 3 and 4 and always in the period summer-autumn 2010 (Table 5). The 
highest number of species was observed in climatic regions 3 and 4 (Table 2).  
Table 4. Statistics (F value, degrees of freedom (DF) and P-value) of the final models 
performed with the global abundance of mosquitoes, the abundance of Culex spp. and 
the abundance of Cx. pipiens as response variables. 
 
 
 
 
 
 
 
Discussion  
This work is an approach to the distribution, abundance and community composition of 
mosquitoes potentially relevant in public and animal health in Mediterranean 
environments in inland Spain. The information obtained constitutes a robust basis for 
estimating potential risks of mosquito-borne disease emergence in continental 
Genus / Species Variable F Num DF /Den DF P-value 
All species 
Intercept 10.7 6/102 <0.001 
Sampling period 24.8 2/102 <0.001 
Climatic region 5.7 4/102 <0.001 
Culex spp. 
Intercept 7.9 6/102 <0.01 
Sampling period 17.6 2/102 <0.001 
Climatic region 5.1 4/102 <0.001 
Cx .pipiens 
Intercept 8.1 6/102 <0.001 
Sampling period 18.5 2/102 <0.001 
Climatic region 6.0 4/102 <0.001 
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Mediterranean areas and consequently constitutes a key pillar for the prevention of 
future challenges regarding mosquito-borne diseases.  
Methodological considerations  
Our aim was to outline the populations of culicids in our study area and this was the 
reason for choosing the generic traps created by Sudia and Chamberlain (1988) at the 
CDC that allow capturing a wide range of species. Our results show that the use of light 
traps is adequate for collecting both males and females in similar proportions while the 
light type used does not have an evident effect on the capture ratio. 
 Due to logistic constraints our survey approach was limited to three visits per 
site (i.e., three capture nights per site), possibly limiting the estimated number and 
abundance of mosquitoes. This is just because of the fact that some species are active 
for short periods of time (Bueno Marí and Jiménez Peydró 2011) and hence may have 
been underestimated with our survey approach. However, the role of these species as 
vectors of diseases of public and animal health importance would be expected to be less 
relevant than that of multivoltine and, consequently, more abundant species because of 
their short activity period.  
Finally, mosquito abundance was estimated in aquatic environments located in 
many different habitats of the study region, from the central cereal plains to 
mountainous areas. However, mosquitoes may be present in non-aquatic environments 
such as nearby animal farms and urban areas (Bueno-Marí and Jiménez-Peydró 2011) 
that were not surveyed.  
Distribution, abundance and composition of culicid populations 
Mosquito abundance and species number were both substantially higher in 
intermediately temperate and relatively dry climatic regions within the study area (Table 
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2). These regions are relatively flat areas in comparison to the other regions, which may 
favour the formation of optimal water reservoirs for mosquito breeding (see average 
runoff values in Table 1) and be responsible for the observed higher abundance and 
species number. In addition, rivers transport water fallen in the surrounding 
mountainous regions, constituting and additional water supply to flat regions that is not 
related to directly accumulated precipitation in the region. Mosquitoes were present in 
every sampled locality thus indicating a widespread distribution in the study area and 
the potential of mosquito-borne disease emergence in the region. However, this first 
approach shows the specific locations and climatic regions where future monitoring 
campaigns can be established for mosquito-borne disease surveillance.  
Previous studies showed that Cx. pipiens is one of the most abundant and widely 
distributed mosquitoes in many European countries (Ruiz and Cáceres 2004; Bueno 
Marí et al. 2009; Bueno Marí and Jiménez Peydró 2011). Cx. pipiens was ten times 
more abundant than any other mosquito species captured in this study (Table 2). Several 
biological and behavioural traits of Cx. pipiens may underlie its higher abundance in the 
region: i) its environmental adaptability; ii) its host plasticity; and iii) the ability of 
females to produce more than one egg batch per year. Cx. pipiens is perfectly adapted to 
breed both in clean and polluted aquatic habitats and in rural and urban environments 
(Farajollahi et al. 2011), selecting from used tires to marshland shores for the 
development of immature stages. Cx. pipiens was present in rivers, lakes and streams 
(Table 3), supporting its known ubiquity and adaptability to different natural aquatic 
habitats. The host feeding preferences of North American and Spanish Cx. pipiens 
populations are highly similar, showing that nearly 80% feed on birds and the rest feed 
on mammals (Alcaide et al., 2009). Nonetheless, the preferences for particular hosts 
may be dependent on the hybridization rate between the two biotypes of the species: 
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pipiens and molestus. Cx. pipiens biotype pipiens feeds mainly on birds but its biotype 
molestus displays a preference for feeding on mammals (Kilpatrick et al. 2007), 
determining its high plasticity in host selection (Kilpatrick et al. 2006) and representing 
an important epidemiological trait for pathogen transmission between different host 
groups (Becker et al. 2010). Finally, Cx. pipiens is a multivoltine species, thus being 
able to produce several generations per year under favourable environmental conditions. 
The higher capture of Cx. pipiens in summer-autumn could be related to the particular 
extremely high precipitations in winter-to-summer 2010 (Hongoh et al. 2012); mean 
annual accumulated precipitation for the study region (AEMET 2011) in 2009 was less 
than 300mm while it exceeded 700 mm in 2010 with very wet winter (314 mm) and 
spring (163 mm) seasons. This agrees with the positive relationship observed between 
the accumulated precipitation in the 6 to 12 months previous to mosquito capture and 
the abundance of Cx. pipiens in the study region in a three-year fortnight mosquito 
survey (the authors, unpublished data). However, there is a great contrast between 
accumulated precipitation relating positively to Cx. pipiens abundance and the higher 
abundance found in the driest climatic region in our study area that deserves further 
research on the environmental factors conditioning Cx. pipiens life cycle at different 
geographic scales. 
Cx. theileri was captured in association with Cx. pipiens, which may indicate 
similar environmental requirements. However, the higher reproductive performance of 
Cx. pipiens (Bueno Marí et al. 2009) may be an ecological advantage in comparison to 
Cx. theileri. In contrast to Cx. pipiens, Cx. theileri mainly feeds on mammals (Alcaide 
et al. 2009) but occasionally it parasitizes birds. The differing host preferences of Cx. 
pipiens and Cx. theileri may have a role in the epidemiology of pathogens transmitted 
by both of them, e.g. West Nile virus (Ramos et al. 1978). The abundance of Cx. theileri 
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in the study area contrasts with its low abundance in eastern coastal regions of 
peninsular Spain (Bueno-Marí and Jiménez-Peydró 2011) but is in the line with 
observations in rice fields from southern Spain (Ruiz and Cáceres 2004).  
The third most abundant and distributed species in our study area was Cs. 
annulata, a multivoltine bird-feeding mosquito species. Cs. annulata is reported to be 
more abundant in northern than in southern Europe where it is replaced by Cs. 
longiareolata (Becker et al. 2010). However, the higher abundance of Cs. annulata in 
the region suggests that southern Mediterranean environments may be more favorable to 
Cs. annulata than expected. 
Cs. subochrea is reported as a widely distributed but not abundant species in 
Europe (Becker et al. 2010). It is also scarce in Portugal and low abundant in coastal 
regions of Spain (Ribeiro et al. 1988) but it was fourth in abundance in our study area. 
Finally, the fifth most abundant mosquito was An. maculipennis complex, a complex of 
fourteen species of which only five have been described in Spain: An. atroparvus, An. 
maculipennis sensu stricto (ss), An. labranchiae currently extinct in Spain (Bueno-Marí 
and Jiménez-Peydró 2008) – An. melanoon and An. subalpinus. An. atroparvus is 
considered a coastal species but it may be present inland (Becker et al. 2010). In 
contrast, An. maculipennis ss is considered to be more resistant to continental dry 
climates than An. atroparvus. An. maculipennis ss is more abundant in inner rather that 
in coastal areas of the Iberian Peninsula where An. atroparvus predominates (Ruiz and 
Cáceres 2004), for which we expect An. maculipennis ss to be more abundant in CLM. 
However, both An. maculipennis ss and An. atroparvus seem to be similarly abundant in 
eastern coastal Spain and in mountainous environments (Bueno-Marí et al. 2009; 
Bueno-Marí and Jiménez-Peydró 2011). 
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The rest of species in the genus Anopheles present in CLM have been found also 
in low numbers in other Spanish regions (Ruiz and Cáceres 2004; Bueno-Marí and 
Jiménez- Peydró 2011) and, with the exception of An. plumbeus, also in Portugal 
(Ribeiro et al. 1988). The scarcity of species in the genus Aedes in our survey is in line 
with other Spanish surveys (Ruiz and Cáceres 2004; Bueno Marí and Jiménez Peydró 
2011). The rest of  Culex species found in CLM are scarce in other Spanish territories 
(Ruiz and Cáceres 2004; Bueno-Marí and Jiménez-Peydró 2011); with the exception of 
Cx. modestus and Cx. mimeticus in eastern Spain (Bueno-Marí et al. 2010; Bueno-Marí 
and Jiménez-Peydró 2011). In contrast to our findings, Cs. longioaerolata is abundant 
in eastern coastal regions of Spain  and in mountain habitats (Bueno-Marí et al. 2009; 
Bueno-Marí and Jiménez-Peydró 2011), perhaps because larvae prefer fresh-water pools 
rather than natural permanent water bodies (Spencer et al. 2002; Becker et al. 2010). Oc. 
caspius is associated to salty marshes on the seaside and not expected to breed inland 
(Becker et al. 2010). Its highest abundances in Spain have been described in coastal 
regions (Ruiz and Cáceres 2004; Bueno-Marí et al., 2010; Bueno-Marí and Jiménez-
Peydró, 2011). Finally, Ur. unguiculata is reported to be scarce in Spain (Ruiz and 
Cáceres 2004; Bueno-Marí and Jiménez-Peydró 2011) and Portugal (Ribeiro et al. 
1988), which agrees with our observations.  
Public and animal health risks  
Fifteen of the 19 species found have a known role in disease transmission to humans 
and animals (Harbach 1988; Ribeiro et al. 1988; Rueda and Hernández 2008; Becker et 
al. 2010). There is no doubt that the higher risk of humans and animals getting infected 
by mosquito-borne pathogens in inland Spain is linked to pathogens in which Cx. 
pipiens is a known vector, such as WNV, Usutu virus (USUV) and RVF virus , among 
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others. The combination of stable populations of Cx. pipiens the main WNV and USUV 
vector (Bueno-Marí et al. 2010; Savage et al. 1999) and the high abundance and 
diversity of birds in wetlands in CLM (Pérez-Ramírez et al. 2010) the main WNV and 
USUV reservoirs may provide an opportunity for the increase in prevalence of both 
pathogens and the establishment of other infectious agents transmitted by Cx. pipiens as 
well. This is what recent studies seem to suggest after finding an apparently high 
distribution of flaviviruses in wild boar (Sus scrofa) in south-central Spain (Boadella et 
al. 2011 In press). Additionally, other species of mosquitoes present in CLM may be 
competent vectors of WNV and USUV (Vázquez et al. 2011), suggesting a highly 
complex epidemiology of these flaviviruses in the study region. Cx. pipiens is also 
involved in the transmission of the RVFV, which is currently considered as a serious 
threat for southern Europe (Turell et al. 1984). Several other of the culicid species 
captured can be vectors of other pathogens of public health relevance such as Tahyna 
and Sindbis virus (Reusken et al. 2010).  
Mosquitoes of the genus Anopheles are the main vectors of human malaria 
(Schaffner et al. 2001), currently considered as one of the most important emerging 
diseases in the world (Becker et al. 2010). Malaria was endemic in peninsular Spain 
some 60 years ago and after that the epidemiological status of the country is known as 
anophelism without malaria (Bueno-Marí and Jiménez-Peydró 2008). The first 
autochthonous case of human malaria in Spain since it was eradicated was described 
recently (Peralta et al. 2010), showing the potential re-emergence of P. vivax in Spain. 
The limited number of specimens captured and the need of concurrence of many 
factors for the establishment of an endemic cycle of malaria in a territory, suggest that 
CLM is at low risk. We have nonetheless to consider that the five species of Anopheles 
captured in CLM may be suitable vectors for P. vivax (Reusken et al. 2010). 
Mauricio Durán Martínez  Tesis Doctoral 
 
 82
It is quite difficult to predict when and where an outbreak of an exotic mosquito-
borne disease is going to occur. It is however possible to establish the predisposition of 
certain areas to emerging diseases caused by both endemic and exotic vectors (Sutherst 
1998).Thus, it is essential to know the composition and distribution of vectors and 
monitoring changes over time. Entomological surveillance is nowadays the strongest 
prophylactic medical weapon against vector-borne disease emergence.  
Conclusions 
In summary, the study identified hot-spots of mosquito abundance and richness in the 
study area and showed the most abundant species. This allowed identifying that 
emergence of mosquito-borne diseases in the study region is almost limited to those 
transmitted by Culex pipiens, which accounted for more than the 60% of the mosquitoes 
in the study area. Hence, pathogens such as West Nile virus, Usutu virus, Rift Valley 
virus or Sindbis virus, among others, must be preferential for future research. The low 
abundance of mosquitoes of the genus Anopheles suggests that the risk of re-emergence 
of human malaria in inland Iberia is low although not negligible. This information 
would allow concentrating future research efforts on mosquito-borne pathogens and 
would provide a scientific base for policy makers for controlling mosquito-associated 
health risks. 
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Factores ecogeográficos determinantes de la abundancia de Culex pipiens (Diptera: 
Culicidae) en zonas continentales mediterráneas de la península ibérica 
 
Resumen 
Tras identificar que Culex pipiens es la especie de mosquito con mayor relevancia en el 
centro-sur de España desde el punto de vista de la salud pública y la sanidad animal 
debido a su gran distribución y abundancia, se planteó identificar los factores 
ecogeográficos que modulan la abundancia de esta especie en zonas no urbanas. Para 
ello, se tomaron datos de treinta y tres variables ecogeográficas agrupadas en tres 
factores (geografía, clima y hospedadores) de cada una de las treinta y nueve 
localidades en las que la abundancia de Cx. pipiens se estimó en tres periodos en 2009 y 
2010. Se desarrollaron modelos estadísticos para averiguar la influencia de estas 
variables ecogeográficas sobre la abundancia de Cx. pipiens, para lo cual la abundancia 
de esta especie – medida como el número de individuos capturados por periodo de 
muestreo – a nivel de localidad se empleó como variable dependiente. La región 
climática junto con el periodo de muestreo y la densidad de rumiantes domésticos y 
seres humanos fueron las variables estadísticamente relacionadas con la abundancia de 
Cx. pipiens en la zona de estudio. Así, es esperable que la abundancia de esta especie de 
mosquito sea más elevada en ambientes acuáticos de regiones climáticas medianamente 
templadas que presenten una adecuada densidad de rumiantes domésticos y de 
población humana en contraste con regiones climáticas montañosas, más frías y menos 
pobladas del área de estudio. Las variables identificadas serán además responsables de 
modular los riesgos de ser infectado por patógenos transmitidos por Cx. pipiens a los 
que animales y personas están expuestos ya que la prevalencia depende en gran medida 
de la abundancia del vector. 
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Abstract 
Culex pipiens is the most abundant and widespread mosquito species in south-central 
Spain and consequently the most relevant one from an animal and public health 
perspective. We aimed to identify ecogeographical factors modulating Cx. pipiens 
population dynamics in non-urban sites. Thirty-three ecogeographical predictors 
grouped in three factors (geography, climate and hosts) were gathered for each of the 39 
study locations where Cx. pipiens abundance was recorded in three periods in 2009 and 
2010. Spatially explicit modeling was performed to ascertain the influence of the 
predictors on Cx. pipiens abundance – measured as the number of captured individuals 
per sampling site and sampling period. Climatic region – a regionalization of the study 
area according to climatic parameters – together with sampling period – related to 
phenology – and domestic ruminant and human population densities were statistically 
related to the abundance of Cx. pipiens. Cx. pipiens abundance in the study area would 
be expected to be higher in aquatic environments of intermediately warm regions where 
availability of domestic ruminant and human hosts is guaranteed in contrast to colder, 
lowly populated mountainous regions. Identified factors modulate the risk of animals 
and humans to get infected by pathogens transmitted by Cx. pipiens. 
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Introduction 
Populations of arthropod vectors constantly fluctuate in density. Density fluctuation at 
small geographic scales is regulated by seasonal meteorological variations in 
temperature and moisture and by changes in food resources – i.e. availability of hosts − 
that drive the emergence of new broods of adults (Ruiz-Fons and Gilbert 2010; Ruiz-
Fons et al. 2012). Understanding ecological and geographical drivers of vector 
population dynamics is essential to understand their role in the ecology of vector-borne 
pathogens (Higgs et al. 2004) and to prevent outbreaks of vector-borne diseases (Becker 
et al. 2010). 
Mosquitoes (Diptera: Culicidae) constitute the main source of vector-borne 
diseases for humans and are second to ticks in the transmission of diseases to animals 
(Sonenshine et al. 2002). Worldwide, the most studied mosquito species is the Culex 
pipiens complex, a group of morphologically and evolutionarily close subspecies − 
including Cx. p. pipiens, Cx. p. quinquefasciatus and Cx. p. australicus (Harbach 2011) 
− that may also be subdivided in races and biotypes (Vinogradova 2000; Fonseca et al. 
2004; Becker et al. 2010). Cx. pipiens complex species cannot be easily differentiated 
by morphology because of the lack of distinct morphological characteristics and the 
presence of hybrids (Zhao and Lu 1999; Vinogradova 2000) and only molecular 
techniques allow the correct differentiation between them (Miller et al. 1996; Kent et al. 
2007). Cx. pipiens is worldwide distributed; Cx. p. pipiens is mainly present in 
temperate climatic regions of the world while Cx. p. quinquefasciatus occupies tropical 
regions (Savage 2006). Female Cx. pipiens lay egg batches in stagnant water of both 
clean and polluted aquatic habitats, selecting from used tires to marshland shores 
(Farajollahi et al. 2011). This confers Cx. pipiens the ability to breed in widely different 
habitats in a broad diversity of climatic regions. Cx. pipiens does not produce 
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desiccation resistant eggs and hence the presence of surface water is a limiting factor 
(Becker et al. 2010). Females are attracted by the odour generated from organic matter 
in water such as ammonia and carbon dioxide (Becker 1989) because this ensures 
nutrient availability for the development of immature stages. Therefore, sites with 
permanent water movement are avoided, although they can breed in slow water sites 
within rivers or streams.  
Cx. pipiens may produce up to 6 different generations per year in temperate 
climates and developmental periods range from 7 to 28 days depending on temperature 
and food availability (Becker et al. 2010). Temperature does not only regulate 
development but also survival. Overwintering is a common treat of Cx. pipiens in 
temperate climates (Becker et al. 2010), allowing a quick establishment of next year’s 
first generation and consequently conditioning abundance during its seasonal activity 
period in the year. To overwinter, adults in the last annual generation of Cx. pipiens (i.e. 
adults emerged in autumn) save body fat by feeding on carbohydrates from plants 
(Becker et al. 2010). As temperatures drop off in the autumn, adult mosquitoes find 
refuge in culverts, basements and protected areas and decrease their metabolism. Winter 
severity greatly conditions survival of overwintering arthropod vector stages (Ciota et 
al. 2011; Ruiz-Fons et al. 2012) and hence may greatly condition abundance the next 
year.  
Cx. pipiens complex is considered the most important vector of West Nile virus 
(WNV) and Saint Louis Encephalitis virus (SLEV) in North America (Kilpatrick et al. 
2005; Pesko and Mores 2009). In other places of the world Cx. pipiens can vector a 
wide array of pathogens including Rift Valley fever virus (RVFV; Turell et al. 1984), 
Japanese encephalitis viruses (JEV; Weng et al. 2000), Usutu virus (USUV; Busquets et 
al. 2008), Sindbis virus (SIV; Hesson et al. 2011), Plasmodium spp. causing avian 
  Capítulo 2 
 
93 
malaria (Kimura et al. 2010) and filarial worms such as Wuchereria bancrofti (Bogh et 
al. 1998) and Dirofilaria inmitis (Yildirim et al. 2011). In Europe Cx. pipiens has been 
recently linked to outbreaks of WNV (Hayes et al. 2005). WNV is currently considered 
as an emerging threat to both animal and public health in southern Europe, as recent 
cases in Spain and Italy suggest (Figuerola et al. 2007; Veronesi et al. 2012). 
Additionally, WNV or evidence of its presence have been reported in Spanish wildlife 
even in inland regions (Höfle et al. 2008; Gutierrez-Guzmán et al. 2012), indicating  
that determining environmental factors driving Cx. pipiens abundance – the most 
abundant culicid vector in south-central Spain (the authors, unpublished) – is paramount 
to reduce risks of WNV and other transmitted pathogens in inland Spain. The aim of 
this study was to improve knowledge on the ecogeographical factors modulating Cx. 
pipiens population dynamics in continental Mediterranean areas of the Iberian 
Peninsula. 
 
Material y Methods 
Study area and sampling site selection criteria  
Castilla - La Mancha (CLM) is located in south-central Spain and constitutes 15.7% of 
mainland Spain. The region is a broad plateau (altitudes from 600 to 1,000 m) 
surrounded by different mountain ranges. CLM is dominated by a continental 
Mediterranean climate with extreme temperature (cold winters and very hot summers) 
and rainfall ranges (300-700 mm) with large seasonal contrasts (Giménez 1999). 
Climatic conditions are variable in CLM. Thus, the main climatic regions in CLM were 
identified to stratify the survey according to regional macroclimatic variations. For this, 
27 climatic and spatial variables (Table 1) were gathered for the 905 UTM 10x10 km 
squares in CLM and a Principal Component Analysis (PCA) was performed over these 
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variables. Later on, the first factor in the PCA was used to climatically regionalize CLM 
by classifying them through the Jenks Natural Breaks Classification method (Jenks 
1967). This method reduces variance within classes while it maximizes variance 
between classes in continuous data. According to this classification, CLM was divided 
into five climatic regions that were considered for sampling site selection (Fig. 1). From 
each region, a number of 10x10 UTM squares were selected from those with permanent 
water bodies (i.e. rivers, lagoons or streams). From every selected square the specific 
sampling site was selected to be close to permanent water sources − reservoir lakes, 
rivers and ponds along water streams. Sampling site selection was performed from the 
standpoint of their favourability for mosquito breeding based on literature review (e.g., 
Becker et al. 2010). 
 
Mosquito survey  
The survey for estimating the abundance of Cx. pipiens took place in three different 
periods of 2009 and 2010: autumn (Oct-Nov), spring-summer (May-July) and summer-
autumn (Aug-Sep), avoiding winter time when activity is reduced. The survey was 
carried out by placing a trap station in each of the sampling sites. Trap stations were 
formed by three Centers for Disease Control (CDC) light traps, two of them equipped 
with a white lamp and the other one with a black light lamp, separated 20 m one from 
each other. Traps were hung from a horizontal structure to allow the light source to 
remain at a height of 1.5 m from the ground (Shin et al. 2005). Trapping was carried out 
from 8:00 pm to 8:00 am during one night per site and period. Captured mosquitoes 
were sexed, taxonomically identified and quantified (Schaffner et al. 2001; Becker et al. 
2010). 
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Table 1. Environmental variables gathered for each of the 905 10x10 km UTM squares 
of the study region and their relation with the first factor obtained from the principal 
component analysis (PCA). The mean value of every variable at each climatic region 
obtained with the PCA factor (see text and Figure 1) and its associated standard error 
(within brackets) are also shown. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
19.1 (0.1)19.2 (0.1)19.5 (0.1)18.6 (0.1)18.9 (0.1)0.354Average annual temperature range (TEJU-TEJ; %) 
26.6 (0.5)26.5 (0.2)27.2 (0.2)22.7 (0.5)16.4 (0.3)0.715Average annual air humidity range (HUJ-HUJU; %) 
14.9 (0.1)14.2 (0.1)13.5 (0.1)11.7 (0.1)9.5 (0.1)0.906Average annual mean temperature (ºC)2
25.3 (0.1)24.5 (0.1)24.0 (0.1)21.8 (0.1)19.7 (0.1)0.909Mean temperature in July (TEJU; ºC)2
6.1 (0.1)5.3 (0.1)4.5 (0.0)3.3 (0.1)0.8 (0.1)0.876Mean temperature in January (TEJ; ºC)2
472.1 (0.6)476.7 (0.5)479.3 (0.5)471.3 (1.4)441.2 (1.4)0.731Average annual solar radiation (Kwh m-2 day-1)2
0.3 (0.0)0.3 (0.0)0.2 (0.0)0.2 (0.0)0.1 (0.0)0.460Average annual relative maximum precipitation (P/PM24)
151.5 (4.8)134.8 (2.8)102.3 (1.6)100.9 (2.3)93.4 (1.9)0.123Average annual maximum precipitation in 24 hours (PM24; mm)2
621.1 (13.1)473.4 (8.6)464.0 (5.7)621.8 (12.3)684.1 (22.6)-0.647Average annual accumulated precipitation (P; mm)2
2.0 (0.1)2.0 (0.1)2.5 (0.0)2.5 (0.1)2.4 (0.1)0.066Soil permeability 
2.3 (0.1)2.4 (0.1)1.5 (0.1)2.8 (0.2)3.0 (0.2)-0.444Slope (degrees)
30.0 (0.1)30.8 (0.1)30.9 (0.1)30.9 (0.2)28.7 (0.2)0.286Rainfall regularity 
29.3 (6.9)28.7 (0.0)28.9 (0.0)27.5 (0.1)24.8 (0.1)0.857Mean annual insolation (hours year-1)2, 5
62.5 (2.0)52.4 (1.4)56.2 (1.1)73.1 (2.6)88.3 (3.2)-0.593Moisture Index2, 4
28.5 (0.7)29.1 (0.6)29.0 (0.5)26.1 (0.8)21.6 (0.9)0.235Continentality index2, 3 
62.7 (0.6)62.2 (0.3)63.2 (0.2)65.5 (0.5)70.6 (0.3)-0.534Mean relative air humidity in July (HUJU; %)2
89.3 (0.3)88.6 (0.2)90.4 (0.1)88.2 (0.2)87.0 (0.2)0.424Mean relative air humidity in January (HUJ; %)2
609.4 (10.5)467.0 (6.5)461.3 (4.9)595.8 (8.7)573.3 (8.2)-0.549Average annual actual evapotranspiration (mm)
850.2 (3.6)818.5 (2.2)786.7 (2.0)733.5 (3.9)654.0 (2.8)0.856Average annual potential evapotranspiration (mm)2
154.0 (10.9)77.8 (5.8)60.4 (4.4)148.1 (8.8)158.9 (13.1)-0.484Runoff  (mm)
1.1 (0.1)2.0 (0.1)4.2 (0.1)12.4 (0.6)18.0 (0.7)-0.792Mean annual no. of foggy days2
61.1 (0.8)58.1 (0.9)61.8 (0.5)70.1 (1.2)79.0 (1.9)-0.599Mean annual no. of days with precipitation >0.1mm2
36.8 (0.6)51.1 (0.9)69.5 (0.4)79.5 (1.1)105.3 (0.7)-0.760Mean annual no. of frost days2
2.9 (0.1)2.4 (0.1)2.9 (0.1)3.5 (0.1)4.3 (0.2)-0.518Mean annual no. of days with hail2
293.2 (12.4)317.2 (12.4)198.6 (9.4)331.5 (16.7)368.2 (20.1)-0.407Difference in altitude (m)
435.9 (0.6)433.9 (0.5)437.4 (0.4)441.2 (0.9)452.0 (0.4)-0.652Latitude (m)1
38.9 (0.9)47.1 (0.7)52.1 (0.3)55. (0.3)656.5 (0.6)-0.321Longitude (m)1
54321
Bioclimatic region
FactorVariable
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Figure 1. Map of the study region showing the geographic distribution and the 
abundance of Culex pipiens in the study region. Climatic regions 1 to 5 are represented 
by decreasing intensity in grey colour within the map (from dark grey for region 1 to 
white for region 5). 
 
Ecogeographical variables 
A series of ecogeographical variables (Table 2) were gathered for the study sites in 
order to search for environmental drivers of Cx. pipiens abundance. Selection of 
variables was based on information obtained from previous studies on the ecology of 
Cx. pipiens (Becker et al. 2010) and on the availability of these variables at the study 
scale. 
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 First, geographic variables were considered as potential environmental drivers of 
Cx. pipiens abundance. Spatial location – geographical longitude and latitude – of each 
sampling point was obtained with portable GPS devices because Cx. pipiens abundance 
in a particular site may be spatially structured (Legendre 1993).  
Meteorological data regarding temperature, rainfall, humidity and wind from 
152 meteorological stations in CLM were provided by the Spanish Meteorological 
Agency (AEMET 2011). Data from the geographically closest meteorological station 
were employed to climatically characterize sampling sites. Data were used to calculate 
meteorological variables that could potentially drive the abundance of Cx. pipiens by 
modulating developmental rates, activity and survival. Temperature is a major driver of 
the time taken by the different developmental stages of Cx. pipiens to be completed 
during the appropriate climatic window for Cx. pipiens development (Gillespie and 
Belton 1980; Higgs et al. 2004). It also determines setting up and duration of diapause 
periods (Brust and Costello 1969). Temperature in addition to air moisture and wind 
speed also modulates the activity of individuals during the capture time, thus 
conditioning abundance estimates (Ruiz-Fons and Gilbert 2010). Temperature, 
especially winter temperature, greatly conditions arthropod survival too, conditioning 
abundance in a particular site. Activity and survival of mosquitoes is also driven by 
hydric stress (Clements 1963). Measuring the hydric stress experienced by mosquitoes 
allows controlling bias in abundance estimates due to the influence of water loss on 
mosquito activity and survival (Clements 1963; Chapman 1982). Vapour pressure 
deficit (VPD) calculated with temperature and relative air humidity data was considered 
as a measure of hydric stress since VPD is linearly related to the evapotranspiration rate. 
VPD was calculated as the difference between water vapour saturation pressure (VSP) 
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and water vapour pressure (VP). VSP was calculated according to the Keenan and 
Keyes formula (http://ecaaser3.ecaa.ntu.edu.tw/weifang/ebook/psy-data1998.pdf): 
2
32
)(
GTFT
ETDTCTBTARVSPLn
+
++++
=  
where R=22105649.25, A=-27405.526, B=97.5413, C=-0.146244, D=0.12558x10-3, 
E=-0.48502x10-7, F=4.34903, G=0.39381x10-2 and T is temperature in K. VP was 
calculated as: 
100
RHVSPVP ×=  
where RH is the relative humidity in percentage. Rainfall was considered as a measure 
of the probability of generation of environmentally favourable sites for mosquito 
breeding as surface water is essential for Cx. pipiens reproduction. As rainfall 
accumulated in different interval periods before sampling could have different effects 
on mosquito development, survival and activity, different temporal measures of rainfall 
were considered for analysis (Table 2). Climatic region was considered as a measure of 
spatial variation in environmental conditions while altitude – recorded with portable 
GPS devices − was included as an indirect measure of climatic variation due to 
variations in altitude within similar climatic sites. 
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Table 2. Relationship between biogeographical variables in each of the three factors 
considered for statistical analyses and the abundance of Culex pipiens. The Spearman 
correlation coefficient (rho – continuous predictors) or the chi-square value (χ2 – 
categorical predictors), the significance value (p), the arithmetic mean and its associated 
standard error as well as value ranges for continuous predictor variables are shown. 
Variables that were selected for multivariate modelling are marked with an asterisk. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Factor Variable code Variable description rho/χ2 p Mean (SE) Range 
Lo* Longitude (m/103) -0.204 0.037 482.5 (8.7) 314.1-627.6 Geography 
La* Latitude (m/104) -0.195 0.048 439.2 (0.9) 425.2-456.6 
Alt Altitude (m) -0.237 0.016 743.0 (24.8) 324.0-1416.0 
Cr* Climatic region (categorical) 8.347 0.080 --- --- 
T* Mean temperature of sampling day (ºC) 0.313 0.001 17.4 (0.5) 2.6-29.0 
Tm Average mean temperature 30 days bs (ºC) 0.295 0.002 18.8 (0.4) 11.9-28.6 
Ts Average mean temperature 180 days bs (ºC) 0.092 0.353 16.1 (0.6) 6.1-25.5 
Tan* Average mean temperature 365 days bs (ºC) 0.282 0.004 14.6 (0.2) 10.2-16.7 
Tw Average winter mean temperature (ºC) 0.233 0.018 6.1 (0.2) 2.9-8.4 
Pm* Accumulated precipitation in 30 days bs (mm) -0.141 0.154 39.4 (2.0) 4.3-90.3 
Pt Accumulated precipitation in 90 days bs (mm) -0.067 0.499 127.7 (8.0) 13.4-339.4 
Ps Accumulated precipitation in 180 days bs (mm) 0.010 0.920 309.1 (18.7) 52.1-768.5 
Pan* Accumulated precipitation in 365 days bs (mm) 0.180 0.067 593.8 (19.0) 281.3-1123.6 
RH Mean relative humidity of the sampling day (%) -0.294 0.002 59.2 (1.2) 32.5-92.5 
RHm Average relative humidity of 30 days bs (%) -0.222 0.023 57.3 (1.2) 13.0-86.0 
VSD Water vapour saturation deficit (mm) 0.368 0.001 878.1 (44.2) 105.1-2321.3 
VSDm* Water vapour saturation deficit for 30 days bs (mm) 0.307 0.002 1037.9 (50.8) 237.0-2578.8 
Climate 
Ws* Average wind speed of the sampling day (Km/h) -0.191 0.052 5.5 (0.4) 0.0-22.2 
Rd_fav Favourability for red deer -0.041 0.676 0.617 (0.017) 0.270-0.889 
Rod_fav Favourability for roe deer -0.209 0.033 0.473 (0.022) 0.087-0.928 
Wb_fav Favourability for wild boar -0.211 0.032 0.505 (0.017) 0.125-0.758 
Wu_fav* Favourability for wild ungulates -0.210 0.033 0.532 (0.014) 0.265-0.795 
Do Density of sheep in the municipality (No./Ha) 0.090 0.361 1.191 (0.590) 0.000-35.941 
Db Density of cattle in the municipality (No./Ha) 0.039 0.695 0.184 (0.047) 0.000-2.173 
Dc Density of goats in the municipality (No./Ha) 0.168 0.087 0.081 (0.030) 0.000-1.780 
Do_f Density of sheep farms in the municipality (No./Ha) 0.072 0.470 0.012 (0.096) 0.000-1.000 
Db_f Density of cattle farms in the municipality (No./Ha) 0.047 0.638 0.001 (0.000) 0.000-0.014 
Dc_f Density of goat farms in the municipality (No./Ha) 0.161 0.103 0.002 (0.000) 0.000-0.003 
Drum Density of ruminants in the municipality (No./Ha) 0.113 0.254 1.457 (0.626) 0.000-38.169 
Drum_f* Density of ruminant farms in the municipality (No./Ha) 0.123 0.213 0.004 (0.001) 0.000-0.087 
Hosts 
Dt* Distance to the nearest town (Km) -0.162 0.099 2.49 (0.29) 0.00-11.80 
 Pd* Human population density in the municipality (No./Km2) 0.195 0.047 40.08 (7.53) 0.71-358.90 
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 Finally, hosts are deemed to be responsible for high variations in blood- feeding 
arthropod abundance (Ruiz-Fons and Gilbert 2010; Muñoz et al. 2011). It is expected 
that areas with high concentration of hosts would favour reproduction, thus increasing 
abundance of mosquitoes. We could not gather abundance data on wild bird populations 
in the study sites. However, the availability of mammals can significantly influence the 
abundance of mosquitoes in particular areas (Muñoz et al. 2011). Thus, we used 
information on the abundance of wild and domestic ungulates and humans. The number 
of cattle, sheep and goats and the number of farms in CLM in 2007 at the municipality 
level were provided by the regional animal health authorities. Data allowed calculating 
the density of each ruminant species and farms per hectare in each municipality. The 
availability of the most frequent wild ungulate hosts (red deer – Cervus elaphus, roe 
deer – Capreolus capreolus - and Eurasian wild boar – Sus scrofa) was estimated on the 
basis of their environmental favourability which was produced in the context of an 
epidemiological study focused on Culicoides imicola abundance (details in Acevedo et 
al. 2010). Finally, the availability of human hosts was measured as the population 
density at the municipality level – inhabitants per square kilometre – according to 
demographic statistics obtained from the Spanish National Statistics Institute (INE 
2011). An additional proxy of human availability was measured by the distance from 
the sampling point to the nearest town.  
 
Statistical analyses 
Statistical models were performed over the abundance of Cx. pipiens at a particular site 
in a particular sampling period with different predictor variables (Table 2). However, as 
predictor variables may be highly correlated, their inclusion at a time in multivariate 
analyses could show confounding results due to multicollinearity. To avoid 
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multicollinearity, the correlation matrix of variables within the geographic and climatic 
factors was constructed. Later on, the bivariate relationship of any of the predictors with 
the response variable was assessed through Spearman correlations for continuous 
predictors and Mann-Whitney U tests for categorical predictors. Variable selection for 
multivariate analysis was performed over each set of highly correlated variables 
according to their relationship with the response variable measured by the correlation 
coefficient and the significance value (Table 2). When highly correlated predictors 
(rho>0.5) were statistically linked to the response variable (p<0.05), only the most 
meaningful predictor was included in the next stage (Table 2). Given the over-
dispersion of Cx. pipiens abundance data, for modelling purposes we used generalized 
linear mixed models with negative binomial distribution and logarithmic link function. 
Control of pseudoreplication effect was done by introducing location as a random 
variable in the modelling approach. To select the best model explaining variance in Cx. 
pipiens abundance we used a forward stepwise model-selection procedure. The bivariate 
relationship of selected predictors with the response variable was assessed by 
performing univariate models and relationships considered for significance in addition 
to multivariate analysis. All steps were assessed to obtain a decrease in the Akaike 
Information Criterion (AIC; Akaike 1974). Modelling stopped when no decrease in the 
AIC was observed. Further details of the analytical procedure were included in Ruiz-
Fons et al. (2008). The coefficient of each co-variable included in the selected model 
was expressed as an incidence rate ratio (IRR). Statistical analyses were carried out with 
the IBM-SPSS 19.0 Statistical Package software (IBM. Corporation. New York. USA). 
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Results 
Globally, 506 individuals of Cx. pipiens were captured during the survey. Of those, 335 
were males and 171 were females. Mean capture was higher in intermediate temperate 
climatic regions within CLM when compared to colder and warmer regions (Fig. 1).  
 
Univariate analyses 
Results from bivariate relationships between ecogeographical predictors and Cx. pipiens 
abundance showed that many of the variables – mainly climatic and host variables – 
were statistically correlated with Cx. pipiens abundance (Table 2). Temperature 
variables at different temporal scales showed all a significant positive effect on the 
abundance of Cx. pipiens. Moisture related variables were also statistically related to 
abundance of Cx. pipiens although surprisingly showing that lower air relative humidity 
values in the sampling day favoured abundance, which was caused by higher 
abundances during the warmest months in the year. This was confirmed by the positive 
effect of VPD on abundance (Table 3). Finally, relationships between host abundance 
and Cx. pipiens abundance were statistically significant but with contrasting influences 
of wild and domestic ungulates. While environmental favourability for roe deer was 
negatively correlated with Cx. pipiens abundance, density of sheep farms was positively 
related (Table 3).  
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Table 3. Results of the final statistical model for the abundance of Culex pipiens 
(individuals x trap station-1 x night-1) showing the incidence rate ratio (IRR), its 
associated standard error (SE) and the significance value (p) for each of the variables 
included in the model. Abbreviations are drawn according to Table 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Multivariate modelling 
The selected model showed the influence of climatic region on the abundance of Cx. 
pipiens, which agreed with its higher abundance in climatic region 3 with respect to the 
rest of the regions (Fig. 1). Higher abundances were obtained during the survey carried 
out in summer-autumn 2010 and this was evidenced in final model results, showing that 
abundances at the end of summer are significantly higher than in spring-summer and 
autumn periods (Table 3). Interestingly, the final model showed a statistically 
 
Variable IRR SE p 
Intercept 6.54x10-4 346.42x104 0.628 
Climate region    
Region 1 2.82 3.98 0.454 
Region 2 -0.52 3.08 0.570 
Region 3 6.69 1.85 <0.01 
Region 4 Ref   
Region 5 1.02 2.00 0.979 
Sampling period    
Autumn -0.26 1.79 <0.05 
Spring-Summer -0.31 1.60 <0.05 
Summer-Autumn Ref   
Drum_f 8.26x1012 95.64x104 <0.05 
Pd 1.01 1.00 <0.001 
Wu_fav 13.68 7.87 0.208 
Tan 1.46 1.27 0.113 
T 1.07 1.05 0.158 
Dt -0.87 1.08 0.100 
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significant positive influence of domestic ruminant density in the municipality where 
the survey was carried out and also a positive effect of human population density (Table 
3). 
 
Discussion 
Modelling Cx. pipiens abundance with different ecogeographical variables allowed us to 
identify factors that would partly modulate the risks of animals and humans to get 
infected by pathogens transmitted by this mosquito species, such as WNV, USUV, SIV, 
RVFV or D. inmitis. Results highlighted that abundance of this important species in the 
study area would be expected to be higher in aquatic environments of intermediately 
warm regions where availability of domestic ruminant and human hosts is guaranteed in 
contrast to lowly populated warmer and colder regions.  
 
Methodological considerations 
We have to acknowledge the influence of particular microhabitat conditions of the study 
sites on Cx. pippiens abundance that could not be controlled in our analysis such as 
nutrient concentration, composition of the vegetation community in reproduction sites, 
abundance of predators or stochastic events such as heavy rain episodes reducing 
nutrients from potential reproduction sites.  
 
Environmental drivers of Cx. pipiens abundance 
Cx. pipiens is an ubiquitous mosquito species that is able to occupy a wide range of 
climatic regions. However, Cx. pipiens was more abundant in temperate climatic 
regions within the study area, thus showing that although adapted to inhabit in cold 
temperate areas (Weitzel et al. 2011), it would be more abundant in warm temperate 
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climates. This was evidenced by statistical modeling that pointed to warm temperate 
climatic regions as the most favourable ones for Cx. pipiens within the study area (Fig. 
1; Table 3). It is well known that temperature together with precipitation, relative 
humidity and wind are key weather factors affecting the behaviour and abundance of 
mosquitoes (Bidlingmayer 1964; Service 1978). Cx. pipiens developmental rate, 
longevity and diapausing period are widely influenced by temperature (Alto et al. 2010). 
Cx. pipiens larvae hatch in one day at 30º C while they take 10 days at 10ºC and stop 
development at 4ºC (Becker et al. 2010). A temperature increase accelerates the 
development and frequency of blood meals while reducing the length of gonotrophic 
cycles – the time taken by a female from blood meal intake to egg development. Low 
relative air humidity accelerates mosquito mortality rates (Clements 1963). However, 
Vanderlinde et al. (1990) reported that a decrease in VPD increased the average life 
expectancy of Cx. pipiens. Our results would a priori agree with this latter finding 
although the positive influence of VPD on Cx. pipiens abundance could be a reflex of 
the higher Cx. pipiens abundance in summer (Gardner et al. 2012) – the driest season in 
continental Iberia.  
The influence of host abundance on vector abundance has been scarcely assessed 
in mosquitoes but is a primary driver of tick and biting midge population dynamics at 
local scales (Acevedo et al. 2010; Ruiz-Fons and Gilbert 2010; Ruiz-Fons et al. 2012). 
Becker et al (2010) reported that there is an interaction between the availability of 
suitable hosts and the distribution of mosquito species while other authors showed a link 
between host availability and the length of the oviposition cycle (Higgs et al. 2004) that 
could affect abundance. The parallel finding of a positive influence of human and 
domestic ruminant density suggests that mammals substantially contribute to the 
abundance of Cx. pipiens in aquatic non-urban sites, especially since survey locations 
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were not selected to be close to livestock or human settlings. This could be reflecting 
not only an effect of the availability of hosts for Cx. pipiens females but additionally 
that human activities favour breeding sites for Cx. pipiens. Vinogradova (2000) reported 
that there are strong ecological associations between humans and Cx. pipiens due to the 
ancestral spaces shared between them, leading to a strong association between Cx. 
pipiens distribution and urbanization (Fonseca et al. 2004). The traditional classification 
of Cx. pipiens as predominantly ornitophilic seems controversial. In Georgia, Cx. 
pipiens from rural areas fed mostly on birds and cattle whereas in urban areas they fed 
mainly on mammals (Sichinava 1978). Zimmerman et al (1985) reported that 48% of 
Cx. pipiens in rural areas of Egypt fed on humans while only 2% fed on birds. Studies in 
Spain showed a low proportion of Cx. pipiens females feeding on birds in the 
metropolitan area of Barcelona, where they mainly fed on humans (Muñoz et al. 2011). 
However, Alcaide et al. (2009) reported that birds accounted for the 64% of Cx. pipiens 
meals in Doñana Natural Park, southern Spain. Discrepancies between studies suggest 
that host selection by Cx. pipiens females should be related to host abundance rather 
than to host preferences (Farajollahi et al. 2011). Nonetheless, differences in host 
preferences observed between Cx. pipiens biotypes pipiens and molestus and their 
ability to hybridize should be kept in mind when analyzing the influence of host 
abundance and host community composition on Cx. pipiens feeding patterns. This is 
especially relevant since identifying factors modulating feeding patterns of Cx. pipiens 
is highly relevant due to the different epidemiological roles played by birds and 
mammals with respect to different Cx. pipiens-borne pathogens (Platt et al. 2007). 
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Jejenes (Diptera: Ceratopogonidae) en zonas no ganaderas del interior de la 
península ibérica: en busca de vectores potenciales del virus de la lengua azul 
 
Resumen  
La lengua azul continúa siendo endémica en varias regiones del sur de Europa a pesar 
de los esfuerzos de las autoridades de sanidad animal para su control, lo que en parte 
puede deberse a la existencia de reservorios silvestres del virus de la lengua azul (VLA). 
En Europa se consideraba que el VLA era transmitido sólo por Culicoides imicola. 
Después de la aparición de varios serotipos del VLA en diferentes países europeos en 
las últimas décadas, los grupos de C. obsoletus y C. pulicaris también fueron 
identificados como vectores relevantes del VLA. Sin embargo, ningún estudio ha sido 
llevado a cabo en Europa para determinar la presencia, distribución y abundancia de 
vectores del VLA en zonas no ganaderas a pesar de que los ungulados silvestres son 
reservorios del virus. Por lo tanto, este trabajo tiene como objetivo comprender la 
epidemiología de la lengua azul y otros agentes patógenos transmitidos por Culicoides 
en localidades no ganaderas dentro de un gradiente ambiental y climático en el centro-
sur de España a través del estudio de la comunidad de jejenes. Ciento setenta y nueve 
jejenes de trece especies fueron capturados en 39 localidades en el centro-sur de España. 
C. punctatus (34,6%), seguido por C. circumscriptus y C pulicaris (ambos 13,4%), C. 
newsteadi (11,7%), C. festivipenis (7,8%), C odibilis y C. sphagnumensis (ambos 4,5%) 
y el grupo C. fascipennis (3,4%) fueron las especies más abundantes. El estudio revela 
que la abundancia de los dos principales vectores de la lengua azul en Europa − C. 
imicola y el grupo C. obsoletus − es muy bajo en localidades no ganaderas en una 
región donde ambas especies son abundantes en explotaciones ganaderas. Sin embargo, 
el grupo C. pulicaris se encuentra ampliamente distribuido en los sitios de estudio. Este 
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hallazgo, junto con la evidencia de que el VLA circula en las poblaciones de ungulados 
silvestres en la región de estudio sugiere que el grupo C. pulicaris - C. punctatus, C 
pulicaris y tal vez C. newsteady - puede contribuir a la circulación del VLA en un ciclo 
silvestre en el interior de la península ibérica, y posiblemente en otros hábitats de 
Europa. 
 
Abstract 
Bluetongue remains endemic in several regions of southern Europe in spite of the great 
control effort carried out by animal health authorities, which may partly be due to the 
existence of wild reservoirs of bluetongue virus (BTV). BTV was deemed to be 
transmitted in Europe only by Culicoides imicola. After the appearance of several BTV 
serotypes in different European countries in the last decades, C. obsoletus and C. 
pulicaris groups were identified as relevant BTV vectors too. However, no study has 
been carried out in Europe to determine the presence, distribution and abundance of 
BTV vectors in unfarmed sites even though wild ungulates are BTV reservoirs. Thus, 
we aimed to understand the epidemiology of BTV and other Culicoides-borne 
pathogens in unfarmed sites within an environmental and climatic gradient in south-
central Spain through the study of biting midge communities. One hundred and seventy-
nine biting midges of thirteen species were captured in 39 localities in south-central 
Spain. C. punctatus (34.6%) followed by C. circumscriptus and C. pulicaris (both 
13.4%), C. newsteadi (11.7%), C. festivipenis (7.8%), C. odibilis and C. sphagnumensis 
groups (both 4.5%) and C. fascipennis group (3.4%) were the most abundant species. 
The study reveals that the abundance of the two main BTV vectors in Europe – C. 
imicola and the C. obsoletus group – is very low in unfarmed sites in a region where 
both species are abundant in livestock premises. However, the C. pulicaris group was 
  Capítulo 3 
 115 
widely distributed in the study sites. This finding together with the evidence that BTV 
circulates in wild ungulate populations in the study region suggests that C. pulicaris 
group – C. punctatus, C. pulicaris and perhaps C. newsteady − may contribute to BTV 
circulation in a sylvatic cycle in inner continental Iberia, and possibly in other habitats 
of Europe. 
 
Introduction 
Europe is probably one of the areas in the world at higher risk of emerging infectious 
diseases (Jones et al. 2008) and vector-borne diseases are amongst the most important 
emerging threats (Weaver and Reisen 2010). This has been apparently confirmed by the 
emergence of different vector-borne diseases in Europe in the last decades, being 
Schmallenberg virus the most recent of them (Hoffmann et al. 2012).  
Among recently emergent vector-borne diseases those transmitted by biting 
midges – especially African horse sickness (AHS) and bluetongue (BT) – have caused 
important loses to the livestock industry. AHS only affected some countries in southern 
Europe (Sánchez-Vizcaíno 2004), but BT spread over a high number of European 
countries even establishing enzooticity in some of them (RASVE 2011). Currently, 
AHS virus (AHSV) is endemic in most parts of tropical Africa. However, the virus 
spread outside African endemic areas to countries in Asia and Europe in the second half 
of the XXth century (Purse et al. 2008) showing that it may re-emerge in southern 
Europe in the future. AHSV was isolated from Culicoides imicola, C. obsoletus group 
and C. pulicaris group in Iberia (Mellor et al. 1990), indicating that the epidemiology of 
AHSV may be driven by different vector species. BT is an important disease of 
ruminants – mainly sheep and cattle – that causes high economic losses due to the 
restrictions in animal movements and banning measures on international trade (Bram et 
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al. 2002; Maclachlan 2010). BT is caused by 26 different serotypes of BT virus (BTV) 
that differ in distribution and particular individual traits. The appearance of serotype 8 
of BTV in west-central Europe in 2006 knocked down theories that predicted the 
restriction of BTV under latitude 40ºN. Theories were based on the belief that only C. 
imicola could efficiently vector BTV in Europe and on the restriction of this species to 
areas below this latitude. Due to the effective spread of BTV into areas where C. 
imicola was absent, the scientific community put their efforts on disentangling the role 
of autochthonous Palearctic Culicoides spp. as vectors. Consequently, new effective 
vectors were evidenced; mainly species in the C. obsoletus group (Purse et al. 2008). 
BTV has been additionally isolated from a third group of biting midge species − C. 
pulicaris (Caraccapa et al. 2003), which was also found to be highly susceptible to BTV 
infection (Carpenter et al. 2006). 
 Biting midges of the genus Culicoides Latreille (1809) are distributed almost 
worldwide excluding the Antarctica and New Zealand. All around the world there are 
around 1.400 species (Borkent 2005). In Europe, 116 species of Culicoides have been 
described (Szadziewski and Borkent, 2004) and the Iberian Peninsula accounts for an 
important number of these European species – 61 in Spain, 47 in Portugal and 6 in 
Andorra (Rawlings 1997; Delécolle 2002; Sarto-Monteys and Saiz-Ardanaz 2003). 
Apart from AHSV and BTV, Culicoides spp. may transmit different pathogens to a 
diversity of domestic and wild animal hosts and humans such as filarial nematodes, 
protozoa and other arboviruses that cause important diseases in tropical and subtropical 
regions of the world (Mellor et al. 2000; Borkent, 2005). Hence, the global sanitary 
relevance of Culicoides biting midges in Europe goes beyond AHSV and BTV. 
 BT outbreaks resulted in a significant increase in knowledge on the community 
composition, abundance and distribution of Culicoides spp. across the whole Europe. 
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However, the major part of entomological studies was carried out on livestock premises, 
thus biasing results to particular vector species linked to livestock. Currently, 
information on the community composition, abundance and distribution of Culicoides 
spp. in non-farmed sites is scarce. This seems to be counterproductive for the effective 
control of BT and its vectors since BTV does not only infect domestic ruminants but 
also wild ruminants (Ruiz-Fons et al. 2008a; Linden et al. 2010; Rodríguez-Sánchez et 
al. 2010; García-Bocanegra et al. 2011). Additionally, wild ruminants may be 
competent viral reservoir hosts (López-Olvera et al., 2010), leading to the establishment 
of endemic sylvatic cycles even in the absence of the virus in domestics (García-
Bocanegra et al. 2011; Falconi et al. 2012). Furthermore, European wild ungulate 
populations have increased in density and distribution in the last decades (Acevedo et 
al. 2005, 2008; Ward 2005), increasing therefore the probability of extension of 
enzooticity of BTV sylvatic cycles. 
 The current panorama in the Iberian Peninsula where BTV outbreaks in 
livestock are ongoing (RASVE 2011), where wild ruminant densities are increasing and 
where climatic conditions are changing due to global climate change – consequently 
changing vector population dynamics (Acevedo et al. 2010) – implies the need of 
improved knowledge on the epidemiology of BTV. Studying basic ecology of vector 
populations in unfarmed habitats is crucial for understanding epidemiological drivers of 
the sylvatic cycle of BTV, which in the end is intimately connected with the domestic 
cycle. Thus, research efforts were herein focused in studying the composition and 
abundance of Culicoides spp. in non-farmed sites in continental Mediterranean habitats 
of inland Iberia. 
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Material and methods  
Sampling site selection criteria 
The Spanish Autonomous Community of Castilla - La Mancha (CLM) extends over 
79.463 km2 in the Spanish Plateau, constituting 15.7% of the mainland Spanish 
territory. The region is characterized by a continental Mediterranean climate with 
extreme temperature ranges and an average rainfall of 400 mm with large seasonal 
contrasts (Giménez 1999). 
 Climatic conditions may greatly vary between different environments in CLM 
mainly due to altitude and geographic location. Thus, in order to stratify the survey the 
main climatic regions in CLM were determined. For this, the 905 UTM 10x10 km 
squares in CLM were characterized by 27 climatic and spatial variables (Table 1). A 
Principal Component Analysis (PCA) was performed over these variables and the first 
factor retained from the PCA was used to climatically regionalize the study area. The 
values of the first factor were classified by using Jenks Natural Breaks Classification 
method (Jenks 1967). This method optimizes the classification of continuous data into 
discrete categories by reducing the variance within each class while maximizing the 
variance between classes. We obtained five different climatic regions in our study area 
that were taken into account for selection of the sampling sites (Fig. 1). Sampling sites 
(n=39) were randomly selected from each climatic region according to the presence of 
permanent water bodies (i.e. rivers, lagoons or streams) in a proportional number to the 
surface of each region. 
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Figure 1. Maps of the study region (CLM) showing the geographic distribution and 
abundance of the most abundant Culicoides spp. through the five climatic regions in 
which the study area was divided. Climatic regions 1 to 5 are represented by decreasing 
intensity in grey colour within the map (from dark grey for region 1 to white for region 
5). 
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Biting midge survey  
The survey of biting midges was conducted in three different periods in 2009 and 2010: 
autumn 2009 (Oct-Nov), spring-summer 2010 (May-July) and summer-autumn 2010 
(Aug-Sep) in order to cover the main activity peaks of the different Culicoides spp. in 
the Mediterranean basin (Ortega et al. 1998). Surveys were not carried out during the 
winter time because cold conditions are known to decrease the activity of biting midges 
to a minimum. In each of the sampling sites a capture station was placed from dusk to 
dawn (approximately from 8:00 pm to 8:00 am) during one night per period. A capture 
station consisted in three Centers for Disease Control (CDC) traps − "Mosquito Light 
Trap" (Mod2504 Curtis Dyna-FogUS ®, Westfield, USA), two of them equipped with a 
white light lamp (CDC-W) and one equipped with an ultraviolet light (CDC-UV). Traps 
were hung from a horizontal structure to allow the light source to remain at a height of 
1.5 m from the ground (Cagienard et al. 2006). Each of the 3 traps of a capture station 
was placed at a minimum distance of 20 m to avoid interferences with the rest. Each 
trap was checked at dawn, the basket catch withdrawn and the captured insects placed in 
coolers for euthanasia. Once dead, insects were placed in 50 ml labelled containers, 
preserved in ice during transport and stored frozen at -20ºC. Biting midges were first 
identified at species-group level according to wing patterns under a stereoscopic 
microscope (Rawlings 1997). An accurate morphological identification was later 
performed over individuals; they were dissected using sterilized ultrafine tweezers, 
mounted on slides with Canada balsam and examined under a microscope. Different 
taxonomic keys were employed for classification (Campbell and Pelham-Clinton 1960; 
Kremer 1965; Delécolle 1985; Glukhova 1989).  
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Table 1. Environmental variables gathered for each of the 905 10x10 km UTM squares of the 
study region and their relation with the first factor obtained from the principal component 
analysis (PCA). The mean value of every variable at each climatic region obtained with the 
PCA factor (see text and Fig. 1) and its associated standard error (within brackets) are also 
shown. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
19.1 (0.1)19.2 (0.1)19.5 (0.1)18.6 (0.1)18.9 (0.1)0.354Average annual temperature range (TEJU-TEJ; %)
26.6 (0.5)26.5 (0.2)27.2 (0.2)22.7 (0.5)16.4 (0.3)0.715Average annual air humidity range (HUJ-HUJU; %)
14.9 (0.1)14.2 (0.1)13.5 (0.1)11.7 (0.1)9.5 (0.1)0.906Average annual mean temperature (ºC)2
25.3 (0.1)24.5 (0.1)24.0 (0.1)21.8 (0.1)19.7 (0.1)0.909Mean temperature in July (TEJU; ºC)2
6.1 (0.1)5.3 (0.1)4.5 (0.0)3.3 (0.1)0.8 (0.1)0.876Mean temperature in January (TEJ; ºC)2
472.1 
(0.6)
476.7 
(0.5)
479.3 
(0.5)
471.3 
(1.4)
441.2 
(1.4)0.731Average annual solar radiation (Kwh m
-2 day-1)2
0.3 (0.0)0.3 (0.0)0.2 (0.0)0.2 (0.0)0.1 (0.0)0.460Average annual relative maximum precipitation (P/PM24)
151.5 
(4.8)
134.8 
(2.8)
102.3 
(1.6)
100.9 
(2.3)93.4 (1.9)0.123Average annual maximum precipitation in 24 hours (PM24; mm)
2
621.1 
(13.1)
473.4 
(8.6)
464.0 
(5.7)
621.8 
(12.3)
684.1 
(22.6)-0.647Average annual accumulated precipitation (P; mm)
2
2.0 (0.1)2.0 (0.1)2.5 (0.0)2.5 (0.1)2.4 (0.1)0.066Soil permeability
2.3 (0.1)2.4 (0.1)1.5 (0.1)2.8 (0.2)3.0 (0.2)-0.444Slope (degrees)
30.0 (0.1)30.8 (0.1)30.9 (0.1)30.9 (0.2)28.7 (0.2)0.286Rainfall regularity 
29.3 (6.9)28.7 (0.0)28.9 (0.0)27.5 (0.1)24.8 (0.1)0.857Mean annual insolation (hours year-1)2, 5
62.5 (2.0)52.4 (1.4)56.2 (1.1)73.1 (2.6)88.3 (3.2)-0.593Moisture Index2, 4
28.5 (0.7)29.1 (0.6)29.0 (0.5)26.1 (0.8)21.6 (0.9)0.235Continentality index2, 3 
62.7 (0.6)62.2 (0.3)63.2 (0.2)65.5 (0.5)70.6 (0.3)-0.534Mean relative air humidity in July (HUJU; %)2
89.3 (0.3)88.6 (0.2)90.4 (0.1)88.2 (0.2)87.0 (0.2)0.424Mean relative air humidity in January (HUJ; %)2
609.4 
(10.5)
467.0 
(6.5)
461.3 
(4.9)
595.8 
(8.7)
573.3 
(8.2)-0.549Average annual actual evapotranspiration (mm)
850.2 
(3.6)
818.5 
(2.2)
786.7 
(2.0)
733.5 
(3.9)
654.0 
(2.8)0.856Average annual potential evapotranspiration (mm)
2
154.0 
(10.9)77.8 (5.8)60.4 (4.4)
148.1 
(8.8)
158.9 
(13.1)-0.484Runoff (mm)
1.1 (0.1)2.0 (0.1)4.2 (0.1)12.4 (0.6)18.0 (0.7)-0.792Mean annual no. of foggy days2
61.1 (0.8)58.1 (0.9)61.8 (0.5)70.1 (1.2)79.0 (1.9)-0.599Mean annual no. of days with precipitation >0.1mm2
36.8 (0.6)51.1 (0.9)69.5 (0.4)79.5 (1.1)105.3 (0.7)-0.760Mean annual no. of frost days
2
2.9 (0.1)2.4 (0.1)2.9 (0.1)3.5 (0.1)4.3 (0.2)-0.518Mean annual no. of days with hail2
293.2 
(12.4)
317.2 
(12.4)
198.6 
(9.4)
331.5 
(16.7)
368.2 
(20.1)-0.407Difference in altitude (m)
435.9 
(0.6)
433.9 
(0.5)
437.4 
(0.4)
441.2 
(0.9)
452.0 
(0.4)-0.652Latitude (m)
1
38.9 (0.9)47.1 (0.7)52.1 (0.3)55. (0.3)656.5 (0.6)-0.321Longitude (m)1
54321
Bioclimatic region
FactorVariable
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Table 2. Relationship between biogeographical variables in each of the four factors considered 
for statistical analyses and the abundance of C. pulicaris group. The Spearman correlation 
coefficient (rho) or the χ2 value for categorical predictors, the significance value (p), the 
arithmetic mean and its associated standard error as well as value ranges for continuous 
predictor variables are shown. Variables that were selected for multivariate modelling are 
marked with an asterisk. 
 
Environmental 
Factor 
Variable 
code Variable description 
rho/χ2 p Mean (SE) Range 
Geography 
Lo* Longitude (m/10-3)   482.5 (8.7) 
314.1-
627.6 
La* Latitude (m(10-4)   439.2 (0.9) 
425.2-
456.6 
Climate 
Alt* Altitude (m)   743.0 (24.8) 
324.0-
1416.0 
Cr* Climatic region (categorical)   --- --- 
T Mean temperature of sampling day (ºC)   17.4 (0.5) 2.6-29.0 
Tm Average mean temperature 30 days bs (ºC)   18.8 (0.4) 11.9-28.6 
Ts Average mean temperature 180 days bs (ºC)   16.1 (0.6) 6.1-25.5 
Tan* Average mean temperature 365 days bs (ºC)   14.6 (0.2) 10.2-16.7 
Tw Average winter mean temperature (ºC)   6.1 (0.2) 2.9-8.4 
Pm Accumulated precipitation in 30 days bs (mm)   39.4 (2.0) 4.3-90.3 
Pt Accumulated precipitation in 90 days bs (mm)   127.7 (8.0) 13.4-339.4 
Ps Accumulated precipitation in 180 days bs (mm)   
309.1 
(18.7) 52.1-768.5 
Pan* Accumulated precipitation in 365 days bs (mm)   
593.8 
(19.0) 
281.3-
1123.6 
RH* Mean relative humidity of the sampling day (%)   59.2 (1.2) 32.5-92.5 
RHm Average relative humidity of 30 days bs (%)   57.3 (1.2) 13.0-86.0 
VSD Water vapour saturation deficit (mm)   
878.1 
(44.2) 
105.1-
2321.3 
VSDm* Water vapour saturation deficit for 30 days bs (mm)   
1037.9 
(50.8) 
237.0-
2578.8 
Ws* Average wind speed of the sampling day (Km/h)   5.5 (0.4) 0.0-22.2 
Habitat Veg* Vegetation type (categorical)   --- --- 
Hosts 
Rd_fav Favourability function for red deer   0.617 (0.017) 
0.270-
0.889 
Rod_fav Favourability function for roe deer   0.473 (0.022) 
0.087-
0.928 
Wb_fav Favourability function for wild boar   0.505 (0.017) 
0.125-
0.758 
Wu_fav* Favourability function for wild ungulates   0.532 (0.014) 
0.265-
0.795 
Do Density of sheep in the municipality (nº/Ha)   1.191 (0.590) 
0.000-
35.941 
Db Density of cattle in the municipality (nº/Ha)   0.184 (0.047) 
0.000-
2.173 
Dc Density of goats in the municipality (nº/Ha)   0.081 (0.030) 
0.000-
1.780 
Do_f Density of sheep farms in the municipality (nº/Ha) 
  0.012 
(0.096) 
0.000-
1.000 
Db_f Density of cattle farms in the municipality (nº/Ha) 
  0.001 
(0.000) 
0.000-
0.014 
Dc_f Density of goat farms in the municipality (nº/Ha) 
  0.002 
(0.000) 
0.000-
0.003 
Drum Density of ruminats in the municipality (nº/Ha)   
1.457 
(0.626) 
0.000-
38.169 
Drum_f* Density of ruminant farms in the municipality (nº/Ha)   
0.004 
(0.001) 
0.000-
0.087 
Dt* Distance to the nearest town (Km)   2.49 (0.29) 0.00-11.80 
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Ecogeographical variables 
Environmental conditions are key drivers of the abundance of arthropod vectors in 
specific locations because they modulate both their life cycle and activity (Randolph 
2009; Ruiz-Fons et al. 2012). Thus, in order to understand the relevance of 
environmental conditions on the abundance of Culicoides biting midges, different 
variables were gathered for the study sites (Table 2): 33 variables grouped in four 
factors (geography, climate, habitat and hosts). Variables were selected according to 
their availability at the study scale and considering their likelihood of having an effect 
on the abundance of biting midges (Ortega et al. 1999; Acevedo et al. 2010).  
Geographic variables: Longitude and latitude were recorded with portable GPS 
devices.  
Climatic variables
2
32
)(
GTFT
ETDTCTBTARVSPLn
+
++++
=
: Daily series data from 152 meteorological stations in CLM 
from 2008 to 2010 were provided by the Spanish National Meteorological Agency 
(AEMET 2011). Temperature, relative humidity, accumulated precipitation and wind 
speed at different time scales (Table 2) were calculated in relation to sampling date 
using data from the meteorological station that was closest to the sampling site. 
Temperature and relative humidity data were used to calculate vapour pressure deficit 
(VPD). VPD is linearly related to the rate of evapotranspiration and consequently is a 
measure of the hydric stress to which biting midges are exposed. VPD was calculated as 
the difference between water vapour saturation pressure (VSP) and water vapour 
pressure (VP). VSP was calculated according to the Keenan and Keyes formula 
(http://ecaaser3.ecaa.ntu.edu.tw/weifang/ebook/psy-data1998.pdf): 
, 
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where R=22105649.25, A=-27405.526, B=97.5413, C=-0.146244, D=0.12558x10-3, 
E=-0.48502x10-7, F=4.34903, G=0.39381x10-2 and T is temperature in K. VP was 
calculated as: 
100
RHVSPVP ×= , 
where RH is the relative humidity in percentage. Climatic region was considered as a 
measure of spatial variation in environmental conditions while altitude – recorded with 
portable GPS devices − was included as an indirect measure of climatic variation due to 
variations in altitude within similar climatic sites.  
Habitat variables: Although abundance of certain species of biting midges may 
be a consequence of passive wind transport (Calvete et al. 2008), calculating the 
proportion of immigrating midges is difficult. Thus, the majority of midges were 
considered to be born in the sampling site and hence habitat was only characterized at 
the sampling site level (within 50m radius from the sampling point). Habitat was 
grossly classified in typical Mediterranean – evergreen oak (Quercus ilex) or pine 
(Pinus spp.) forests mixed with Mediterranean scrubland, agricultural – mainly seasonal 
cereal plantations and vineyards mixed with scattered patches of olive trees − and 
riparian vegetation. 
Host related variables: As only C. pulicaris and C. punctatus were considered 
for statistical analyses and they mainly feed on mammals (Ninio et al. 2011), only 
mammal abundance variables were considered in the host factor. The number of cattle, 
sheep and goat and the number of farms in 2007 in each municipality of CLM were 
provided by the regional animal health authorities. Data allowed calculating the density 
of each ruminant species and farms per hectare at the municipality level. The 
availability of the most frequent wild ungulate hosts (red deer – Cervus elaphus, roe 
deer – Capreolus capreolus - and Eurasian wild boar – Sus scrofa) was quantified on 
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the basis of their environmental favourability which was produced in the context of a 
Spanish epidemiological study focused on C. imicola abundance (details of the 
functions can be obtained in Acevedo et al. 2010). Finally, a proxy of human activity 
was quantified by the distance from the sampling point to the nearest town, obtained by 
using geographic information systems.  
 
Statistical analyses 
Mann-Whitney U tests were employed to test for differences between trap type – CDC-
W vs. CDC-UV − and sex – male vs. female. Subsequently, a multivariate statistical 
procedure was designed for evidencing the influence of ecogeographical factors on the 
abundance of C. pulicaris and C. punctatus, the most frequent species of the C. 
pulicaris group in our study and the only species in the group reported as potential 
reservoirs of BTV. For this purpose the correlation matrix of variables grouped in the 
climate and host related factors were constructed. For selection of variables to be 
included in multivariate analysis, the relationship of each of the 33 predictor variables 
with the dependent variable (i.e. the abundance of C. pulicaris group at each site and 
period) was established by performing Spearman correlations and Kruskal-Wallis tests 
in the case of categorical predictors. Only predictors significantly related to the response 
variable were included in the multivariate analysis (e.g. see Ruiz-Fons et al. 2008b). 
When highly correlated predictors (rho>0.5) were statistically linked to the response 
variable (p<0.05), only the most meaningful predictor was included in the next stage 
(Table 2). Later on, generalized mixed linear models were developed (Zuur et al. 2010), 
using binomial negative distribution and logarithmic link function. Control of non-
measured local influences on the response variable was exerted by considering sampling 
site as a random variable in model development. Modelling was built by a forward 
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stepwise procedure in order of diminishing the Akaike information criterion (AIC; 
Akaike 1974). Modelling stopped when the addition of new variables to the model did 
not decreased the AIC. Statistical analyses were carried out with the IBM-SPSS 19.0 
Statistical Package software (IBM. Corporation. New York. USA). 
 
Results 
During the survey 179 biting midges were captured. Taxonomical classification showed 
that all of them belonged to the genus Culicoides, of which 13 different species in 6 
subgenera were identified (Table 3). One-hundred sixty-three individuals were females 
(91.1%) while only 16 were males (9.9%; Z=-3.190, p<0.01). CDC-UV traps captured a 
higher mean number of biting midges (1.9±6.9 individuals x trap station-1 x night-1) than 
CDC-W traps (0.7±2.3 individuals x trap station-1 x night-1) when data were calculated 
according to the number of each trap type per trap station. However, differences were 
not statistically significant, perhaps due to the high number of sites with no captures.  
 C. punctatus was the most common species (n=62; 34.6%) followed by C. 
circumscriptus and C. pulicaris (both n=24; 13.4%), C. newsteadi (n=21; 11.7%), C. 
festivipenis (n=14; 7.8%), C. odibilis and C. sphagnumensis groups (both n=8; 4.5%) 
and C. fascipennis group (n= 6; 3.4%). The remaining samples accounted for less than 
2% of captures and included C. similis group, C. shaklawensis, C. univittatus, C. parroti 
and C. simulator group (Table 2). No biting midges were captured in autumn 2009. 
Nonetheless, midges were captured in the two following sampling periods, being mean 
Culicoides spp. abundance higher in summer-autumn (2.7±4.4 individuals x trap station-
1 x night-1) than in spring-summer (1.9±5.1 individuals x trap station-1 x night-1) 
sampling periods (Table 2). This seasonal capture pattern was not maintained through 
the different Culicoides species captured as shown in Table 2. When C. pulicaris and C. 
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punctatus were grouped in the C. pulicaris group a similar mean abundance was found 
in spring-summer and summer-autumn periods. 
Table 3. Mean abundance of Culicoides spp. (individuals x trap station-1 x night-1) and 
associated standard error (within brackets) captured per trap station in any of the three 
periods surveyed: autumn 2009 (1), spring-summer 2010 (2) and summer-autumn 2010 
(3).  
 
Culicoides species 
Period 
Total 
1 2 3 
C. punctatus 0.00 (0.00) 0.81 (2.54) 0.89 (1.73) 0.60 (1.84) 
C. pulicaris 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.32 (1.33) 0.22 (1.00) 
Subtotal C. pulicaris group 0.00 (0.00) 1.11 (2.90) 1.22 (2.45) 0.82 (2.29) 
C. circumscriptus 0.00 (0.00) 0.42 (1.18) 0.14 (0.48) 0.19 (0.76) 
C. newsteadi 0.00 (0.00) 0.22 (0.96) 0.22 (0.71) 0.15 (0.71) 
C. festivipennis 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.38 (1.19) 0.13 (0.73) 
C. odibilis group 0.00 (0.00) 0.06 (0.33) 0.16 (0.50) 0.08 (0.36) 
C. sphagnumensis group 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.22 (0.63) 0.08 (0.39) 
C. fascipennis group 0.00 (0.00) 0.03 (0.17) 0.14 (0.54) 0.06 (0.34) 
C. similis group 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.11 (0.52) 0.04 (0.31) 
C. shaklawensis 0.00 (0.00) 0.03 (0.17) 0.05 (0.23) 0.03 (0.17) 
C. univittatus 0.00 (0.00) 0.08 (0.28) 0.00 (0.00) 0.03 (0.17) 
C. parroti 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.03 (0.16) 0.01 (0.10) 
C. simulator group 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.03 (0.16) 0.01 (0.10) 
Total 0.00 (0.00) 1.94 (5.07) 2.68 (4.39) 1.63 (4.09) 
 
 When looking at the geographic distribution of the 5 most abundant species, C. 
punctatus showed the widest distribution with presence in every climatic region (n=14 
positive sites). The highest number of captures (n>5) took place in four sites of climatic 
regions 1, 3 and 4 (Fig. 1), demonstrating that this species is widely adapted to both 
warm and cold areas within continental Mediterranean regions (see mean annual 
temperature in Table 1). C. pulicaris was also widely distributed (n=8 sites in 4 climatic 
regions) although with slightly higher abundance in the coldest climatic region (Fig. 1). 
C. circumscriptus was only present in 6 sampling sites in the warmest climatic regions 
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(3 to 5) within the study area. Finally, C. newsteady was not as geographically restricted 
as C. circumscriptus (n=7 sites in 4 climatic regions) while C. festivipennis presented 
the most restricted distribution within the study area (n=5 sites in 3 climatic regions). 
Higher mean abundances of Culicoides spp. were observed in climatic regions 1 and 4 
that also accounted for the highest abundance of the C. pulicaris group (Table 4). 
 Modelling of ecogeographical factors influencing the abundance of individuals 
in the C. pulicaris group only evidenced a marginally significant effect of the average 
mean temperature of the 180 days before sampling (Table 5), showing that higher 
temperatures in that period may be related to higher abundances.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Capítulo 3 
 129 
 
 
Table 4. Mean abundance of Culicoides spp. (individuals x trap station-1 x night-1) and 
associated standard error (within brackets) for each of the five climatic regions within 
the study area. Regions are numbered as shown in Fig. 1. 
 
Culicoides species 
Climatic region 
1 2 3 4 5 
C. punctatus 0.88 (1.93) 0.14 (0.54) 0.60 (2.11) 0.79 (2.27) 0.33 (0.82) 
C. pulicaris 0.56 (1.99) 0.00 (0.00) 0.10 (0.31) 0.34 (1.11) 0.07 (0.26) 
Subtotal C. pulicaris group 1.44 (3.33) 0.14 (0.54) 0.70 (2.10) 1.14 (2.76) 0.40 (0.83) 
C. circumscriptus 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.30 (0.88) 0.31 (1.07) 0.13 (0.52) 
C. newsteadi 0.06 (0.25) 0.00 (0.00) 0.13 (0.57) 0.34 (1.17) 0.07 (0.26) 
C. festivipennis 0.25 (0.78) 0.00 (0.00) 0.30 (1.21) 0.03 (0.19) 0.00 (0.00) 
C. odibilis group 0.25 (0.68) 0.00 (0.00) 0.07 (0.25) 0.07 (0.37) 0.00 (0.00) 
C. sphagnumensis group 0.19 (0.54) 0.00 (0.00) 0.07 (0.25) 0.00 (0.00) 0.20 (0.78) 
C. fascipennis group 0.13 (0.34) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.03 (0.19) 0.20 (0.78) 
C. similis group 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.10 (0.56) 0.07 (0.26) 
C. shaklawensis 0.06 (0.25) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.07 (0.26) 0.00 (0.00) 
C. univittatus 0.06 (0.25) 0.00 (0.00) 0.03 (0.18) 0.03 (0.19) 0.00 (0.00) 
C. parroti 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.03 (0.18) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 
C. simulator group 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.07 (0.26) 
Total 2.44 (5.23) 0.14 (0.54) 1.63 (3.99) 2.14 (5.04) 1.13 (2.39) 
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Table 5. Results of the final statistical model for the abundance of C. pulicaris group 
(individuals x trap station-1 x night-1) showing the statistic (F), the incidence rate ratio 
(IRR) and its associated standard error (SE), the 95% confidence interval (CI) and the 
significance value (p) for each of the variables included in the model. Abbreviations are 
drawn according to Table 1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Discussion 
Research efforts to elucidate the ecology of potential BTV vectors have been carried out 
across Europe only in or around livestock farms. However, BTV may have become 
endemic in a sylvatic cycle (García-Bocanegra et al. 2011; Falconi et al. 2012) in which 
vector species are almost unknown. This study reveals that the abundance of the two 
main BTV vectors in Europe – C. imicola and C. obsoletus group – is very low in non-
farmed sites in a region where both species are abundant in livestock premises (Calvete 
et al. 2008; Acevedo et al. 2010). However, the C. pulicaris group – a potential BTV 
Variable F IRR SE p 95% CI 
Intercept 0.942 0.10 17.05 0.425 --- 
Sampling period 1.949     
   Autumn  0.66 1.82 0.495 0.20-2.18 
   Spring-Summer  6.90 2.74 0.058 0.93-50.91 
   Summer-Autumn  Ref    
Climate region 1.082     
   Region 1  6.33 2.83 0.079 0.80-50.00 
   Region 2  1.46 2.68 0.702 0.21-10.34 
   Region 3  0.98 2.38 0.981 0.18-5.49 
   Region 4  1.12 2.39 0.900 0.20-6.30 
   Region 5  Ref    
Habitat 0.633     
   Mediterranean  2.59 2.34 0.266 0.48-14.00 
   Agricultural  1.93 2.23 0.414 0.39-9.55 
   Riparian  Ref    
Wu_f 2.134 0.04 9.43 0.148 0.00-3.25 
Dc 1.536 0.15 4.56 0.218 0.00 -3.10 
Ts 3.396 1.20 1.11 0.069 0.9  9-1.47 
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vector in Europe – was found to be widely distributed in the study sites. This finding, 
together with the evidence that BTV circulates in wild ungulate populations in the study 
region (Ruiz-Fons et al. 2008a; Falconi et al. 2012), suggests that the C. pulicaris group 
may contribute to BTV circulation in a sylvatic cycle.  
 
Methodological considerations 
One of the main particularities of our study that could have partly biased our findings is 
the fact of sampling just one night per period. However, the survey was conducted 
during the main seasonal activity period of Culicoides species in central Iberia (Ortega 
et al. 1998) thus providing confidence to relative abundance estimates, especially 
because sampling effort was similar for the surveyed sites. We might have missed low 
abundant species but not C. imicola and the C. obsoletus group that are regulargly 
captured at high abundances in fortnight surveys carried out by the Spanish bluetongue 
national surveillance programme in domestic ruminant farms (Calvete et al. 2008; 
Acevedo et al. 2010). 
 CDC-UV traps are amongst the most employed traps for biting midge capture, 
especially for those species with crepuscular habits – e.g. C. imicola and C. obsoletus 
group (Venter et al. 2009). CDC-UV traps do not allow capturing diurnal species of 
biting midges (Carpenter et al. 2008; Gerry et al. 2009; Venter et al 2009) and may 
hence have underestimated the presence and abundance of those species in the study 
region. This was the reason for not calculating any index of species diversity in this 
study. 
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Ecology and distribution of Culicoides spp. 
C. imicola breeds in moisture retentive soils enriched with organic material while 
species in the C. obsoletus group breed on cattle dung (Meiswinkel et al. 2004). In 
Spain, C. obsoletus is abundant in the north (Calvete et al. 2008) displaying maximum 
abundance in May to July; in southern Spain it has been recorded in high numbers 
during spring (Lucientes et al. 2008). Particular breeding preferences of C. obsoletus 
group suggest it should be restricted to sites where livestock is present, and this seems 
to be confirmed in this study. C. obsoletus was also absent from the only location 
without livestock in a Swedish Culicoides survey (Ander et al. 2012). C. imicola is 
abundant in south-western Spain but it is also present in several other Spanish regions 
except in most of the northern west-central half and the south-east of mainland Spain 
(Lucientes et al. 2008). Maximum population abundance of C. imicola is observed at 
the end of summer-beginning of autumn (Miranda et al. 2004). In contrast to C. 
obsoletus, no direct link between C. imicola and livestock presence has been proposed, 
for which we expected C. imicola would be abundant in non-farmed sites within CLM. 
But the absence of C. imicola in our study shows a low abundance, which together with 
its high abundance in farms in the region (Acevedo et al. 2010) suggests the existence 
of a direct link between livestock presence and C. imicola abundance. The absence of C. 
imicola is also surprising since wild ungulate abundance in some of the study sites is 
similar to densities of extensively bred cattle (up to 67 red deer/100 ha; Acevedo et al. 
2008). Furthermore, wild ungulates tend to concentrate around ponds along streams in 
inland Spain, especially during the dry summer season (Vicente et al. 2006), thus 
concentrating dung in moisture retentive soils. Trap stations located in hunting estates 
were placed in sites where wild ungulates concentrate at water ponds along seasonal 
streams, for which organically enriched moisture soils – suitable for C. imicola breeding 
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− were present in these sites. Our results seem to contradict predictions on the 
abundance of C. imicola in Spain for non-farmed sites (Calvete et al. 2008; Acevedo et 
al. 2010), also changing our perception of the epidemiology of sylvatic cycles of BTV. 
Further modelling of BTV vector abundance according to their abundance in different 
epidemiological scenarios seems to be paramount to better understand BTV 
epidemiology.  
Knowledge on the ecology of most Culicoides species in Europe is scarce, 
especially regarding species that are not proven vectors of disease. However, most of 
the species found in this study – e.g. the C. pulicaris group – are also present in or 
around livestock farms (Ortega et al. 1998, 1999), suggesting that they find favourable 
reproduction sites and food resources both in presence or absence of livestock. The C. 
pulicaris group is well distributed within the Iberian Peninsula, both in mainland Spain 
(Ortega et al. 1998; Romón et al. 2012) and mainland Portugal (Capela et al. 2003), but 
at lower abundances than C. imicola and the C. obsoletus group. Results in this study 
also showed that the C. pulicaris group is well adapted to different climatic regions 
within a predominant continental Mediterranean climate (Fig. 1). Only mean 
temperature over 180 days before sampling took place marginally influenced the 
abundance of C. pulicaris and C. punctatus in the study sites, showing that temperature 
is an important driver of their population dynamics as previously reported (Ortega et al. 
1999). However, no influence of livestock and wild ungulate abundance was evidenced, 
perhaps due to the fact that sampling sites were not selected attending to host 
abundance. 
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Implications for animal health 
Purse et al. (2008) found a better agreement between BTV epidemics distribution in 
southern Europe and C. imicola, C. obsoletus and C. pulicaris distribution than when 
only C. imicola distribution was considered. The authors reported that this observation 
indicated that the contribution of C. obsoletus and C. pulicaris to the transmission of 
BTV in southern Europe was higher than previously expected. In terms of our survey, in 
which C. pulicaris widely predominated over C. imicola and C. obsoletus, the C. 
pulicaris group may have a role in BTV maintenance that still remains unclear. 
Additionally, C. newsteadi may play a role in BTV transmission as it belongs to the C. 
pulicaris group (Carpenter et al. 2006). Whatever the real role of any of the species in 
the C. pulicaris group would be, their predominance over the most known vectors of 
BTV in non-farmed sites in a BTV endemic area (RASVE 2011; Falconi et al. 2012 In 
press) suggests they may have a relevant role that needs to be ascertained. However, 
disentangling the real role of the C. pulicaris group as BTV vector needs of deep 
research on the relationships between BTV, C. pulicaris and ungulates. Furthermore, 
other Culicoides spp. were also present in areas where contact of wild ungulates with 
BTV has been evidenced (Ruiz-Fons et al. 2008a) and these should also be considered 
in future studies. 
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Flebótomos vectores de Leishmania infantum en zonas continentales mediterráneas 
del interior de la península ibérica: riesgos para la salud pública y la sanidad 
animal 
 
Resumen 
Los flebótomos son vectores de gran relevancia para numerosos patógenos en la cuenca 
mediterránea. Leishamania infantum – el agente causal de la leishmaniosis humana y 
canina en la cuenca mediterránea – es el patógeno transmitido por flebótomos más 
importante en esta zona. Sin embargo, la información sobre flebótomos en ciertas 
regiones de Europa es aún escasa y consecuentemente la capacidad de predicción y 
control de riesgos es difícil. Por ello, nuestro objetivo fue el de estudiar la presencia y 
distribución de flebótomos que puedan transmitir L. infantum y otros patógenos 
importantes en una región interior de España donde los patógenos transmitidos por 
flebótomos son endémicos. La captura de flebótomos se llevó a cabo en treinta y nueve 
localidades de cinco regiones climáticas en una zona mediterránea continental del 
centro-sur de España. Los flebótomos capturados fueron analizados por PCR para 
detectar la presencia de ADN de L. infantum. Posteriormente, se analizó la influencia de 
diferentes variables ecogeográficas – geografía, clima, hábitat y hospedadores – sobre la 
abundancia de la especie de flebótomo predominante mediante modelos estadísticos. 
Ciento cincuenta y dos flebótomos (142 Phlebotomus perniciosus y 10 Ph. ariasi) 
fueron capturados. Los análisis moleculares revelaron la presencia de ADN de L. 
infantum en grupos de flebótomos de dos localidades del sur y oeste de la región de 
estudio donde la abundancia de flebótomos fue más elevada. Los resultados estadísticos 
mostraron que la abundancia de Ph. perniciosus es más elevada en áreas agrícolas 
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templadas de la región, determinando con ello que el riesgo de patógenos transmitidos 
por flebótomos como L. infantum o el virus Toscana es mayor en esas zonas.  
 
Abstract 
Phlebotomine sandflies are relevant vectors of several pathogens in the Mediterranean 
basin. Leishmania infantum – the causal agent of human and canine leishmaniasis in the 
Mediterranean basin – remains the most important of phlebotomine sand fly-borne 
pathogens in the area. However, information on phlebotomine sand flies in certain 
European regions remains scarce and consequently risk prediction and control are 
difficult. Thus, we aimed to determine the presence and distribution of phlebotomine 
sand flies that could vector L. Infantum and other relevant pathogens in a region of 
inland Spain where phlebotomine sand fly-borne pathogens are endemic. Trapping of 
phlebotomine sand flies was performed over thirty-nine points in five different climatic 
regions of a continental Mediterranean area in south-central Spain. A PCR was 
performed over pools of the captured species to search for the presence of L. Infantum 
DNA. Later on, the effect of different ecogeographical variables – geography, climate, 
habitat and hosts - over the abundance of the predominant species was analyzed by 
statistical modelling. One hundred and fifty-two phlebotomine sand flies (142 
Phlebotomus perniciosus and 10 Ph. ariasi) were captured. Molecular analyses revealed 
the presence of L. Infantum DNA in pools from two locations in the south and west of 
the study region where phlebotomine sand fly abundance was found higher. Model 
results showed that the abundance of Ph. perniciosus is expected to be higher in 
temperate agricultural areas within the study region, determining that risks of 
phlebotomine sand fly-borne pathogens such as L. Infantum or Toscana virus are higher 
in these areas. 
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Introduction 
Phlebotomines are diptera of the family Psychodidae; subfamily Phlebotominae, also 
known as sand flies. Globally, near 1,000 species are reported; 408 species in the New 
World and 428 in the Old World (Munstermann 2004). There is scarce knowledge on 
the biology of phlebotomines - the complete life-cycle is only known for the 5% of 
species (Munstermann 2004). Phlebotomines breed in wet soils with organic matter 
(Killick-Kendrick 1987). Males and females feed on honeydew secreted by aphids 
(Killick-Kendrick 1987). However, to maturate eggs, females need ingesting blood and 
then require feeding on vertebrate hosts (Rioux et al. 1969; Killick-Kendrick 1999). 
Selection of hosts seems to be related to availability rather than to specific host-parasite 
relationships (De Colmenares et al. 1995; Bongiorno et al. 2003) although some species 
may be attracted by particular species – e.g. Sergentomyia minuta that feeds on cool-
blooded animals (Baron et al. 2011). 
 In Spain 12 species of sand flies have been reported: ten belong to the genus 
Phlebotomus – Ph. perniciosus, Ph. ariasi, Ph. papatasi, Ph. langeroni, Ph. sergenti, 
Ph. mascitti, Ph. longicuspis, Ph. fortunatarum, Ph. alexandri and Ph. chabaudi – and 
two to the genus Sergentomyia – S. minuta and S. fallax (Gil-Collado et al. 1989; 
Gállego-Berenguer et al. 1992; Conesa-Gállego et al. 1999). The most abundant species 
in peninsular Spain is S. minuta followed by Ph. perniciosus and Ph. ariasi (reviewed 
by Gálvez et al. 2010), but their predominance at local geographical scales may vary 
according to environmental factors (Aransay et al. 2004). 
 Ph. perniciosus and Ph. ariasi are the most important phlebotomine sand flies in 
the western Mediterranean from a public and animal health point of view because both 
are major vectors of Leishmania infantum, the causal agent of endemic leishmaniais in 
the Mediterranean basin (Rioux et al. 1986; Martín- Sánchez et al. 1994). Leishmaniasis 
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is a disease of mammals caused by Leishmania spp., a genus of parasitic protozoa 
including more than 30 species present in more than 80 countries (Munstermann 2004). 
Endemic entities of human leishmaniasis in southern Europe are mainly caused by 
visceral leishmaniasis and sporadic cutaneous leishmaniasis due to L. infantum 
(Depaquit et al. 2010). Cutaneous leishmaniasis due to L. tropica has been only reported 
in Greece (Gramiccia and Gradoni 2007) and northern Africa (Hotez et al. 2012) in the 
Mediterranean basin but Spanish public health authorities need to carefully consider L. 
tropica, L. major and L. donovani as potential future health threats (Ready 2010). The 
number of cases of human leishmaniasis in southern Europe between 1996 and 2005 
reached up 1,677 cases in Italy, 1,148 in Albania and 945 in Spain (Gramiccia and 
Gradoni 2007). Up to date, only L. infantum has been reported in Spain as the agent of 
endemic cutaneous and visceral leishmaniasis (Gramiccia and Gradoni 2007) and has 
been implicated in more than 260 human cases of leishmaniasis in the metropolitan area 
of Madrid since 2009 (Promed 2012). 
 Phebotomus spp. are also important vectors for different viruses in the 
Phlebovirus genus – family Bunyaviridae – of which Toscana virus (TOSV) is the most 
important in the western Mediterranean basin (Charrel et al. 2007). Ph. perniciosus may 
be a potential reservoir of TOSV because transovarial transmission has been found to be 
an important way of viral persistence. Spain seems to be endemic for TOSV (Charrel et 
al. 2005) which accounts for near the 6% of reported aseptic meningitis human cases 
(De Ory et al. 2009).  
 The particular risk of phlebotomine transmitted diseases to which peninsular 
Spain is exposed in addition to the need of improving information on the distribution 
and abundance of phlebotomine sand flies in Spain led us to promote this study. The 
region of study, the autonomous community of Castilla – La Mancha (CLM) has the 
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second regional rate of hospitalization due to human leishmaniasis in Spain with an 
incidence of 1.1 per 100,000 inhabitants (Valcárcel et al. 2008), showing the potential 
of the region for the vectors of L. infantum. Additionally, wild mammals – mainly wild 
ungulates – have experienced a notable increase in density in the Iberian Peninsula 
during the last three decades (Acevedo et al. 2007, 2008), suggesting that the 
availability of hosts for phlebotomine sand flies has increased and could have perhaps 
influenced their population dynamics. However, information on the geographic 
distribution, community composition and pathogen prevalence in phlebotomine sand 
flies in this continental Mediterranean region is scarce in spite it would be crucial to 
reduce current health associated risks and preventing future threats of sand fly-borne 
pathogens.  
 
Material and methods  
Sampling site selection and phlebotomine survey 
Castilla – La Mancha is located in south-central Spain and extends over 79,463 km2, 
constituting 15.7% of mainland Spain. The region is a broad plateau with altitudes from 
600 to 1,000 m surrounded by different mountain ranges. The region is dominated by a 
continental Mediterranean climate that determines extreme temperature ranges (cold 
winters and very hot summers) and rainfall ranges between 300 and 700 mm with large 
seasonal contrasts (Giménez 1999). 
 In order to stratify the study area according to climatic differences, each of the 
905 UTM 10x10 km squares in CLM were characterized by 27 climatic and spatial 
variables (Table 1). A Principal Component Analysis (PCA) was performed over these 
variables and the first factor retained from the PCA was used to climatically regionalize 
the study area. The values of the first factor were classified by using Jenks Natural 
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Breaks Classification method (Jenks 1967). This method optimizes the classification of 
continuous data into discrete categories by reducing the variance within each class while 
maximizing the variance between classes. This analysis divided the study region into 
five different climatic regions (Fig. 1). For the phlebotomine study a number of sites 
were selected from each climatic region proportionally to their extension within CLM. 
Site selection was performed according to the presence of water bodies (lagoons, rivers 
or streams) that could enhance moisture conditions needed by phlebotomine sand flies 
for reproduction. A total of 39 sampling points were finally selected in the region.  
 The survey of phlebotomine sand flies was conducted in three different times 
along a year between 2009 and 2010: autumn (Oct-Nov), spring-summer (May-July) 
and summer-autumn (Aug-Sep). Surveys were not performed during the winter time 
because the activity period of phlebotomine sand flies in Spain extends from spring to 
autumn (Gálvez et al. 2010). For phlebotomine collection, trap capture stations were 
placed in every site and period from dusk to dawn (approximately from 8:00 pm to 8:00 
am) during one night. A capture station consisted in three Centers for Disease Control 
(CDC) traps − "Mosquito Light Trap" (Mod2504 CurtisDyna-FogUS ®, Westfield, 
USA), two of them equipped with a white light lamp and one equipped with an 
ultraviolet light. Traps were hung to allow the light source to remain at a height of 1.5 m 
from the ground (Shin et al. 2005). Each of the traps in a capture station was placed at a 
minimum distance of 20 m to avoid interferences with the rest. Traps were checked at 
dawn, the basket catch withdrew and the captured insects placed in coolers with dry ice 
for euthanasia. Once dead, insects were placed in 50 ml labelled containers, preserved in 
ice during transport and stored frozen at -20º C. Phlebotomines were quantified, sexed 
and taxonomically identified to the species level (Gil Collado et al. 1989; Gállego 
Berenguer et al. 1992).  
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Figure 1. Maps of the study region showing the geographic distribution and abundance 
of Phlebotomus perniciosus and Ph. ariasi. Climatic regions 1 to 5 are represented by 
decreasing intensity in grey colour within the map (from dark grey for region 1 to white 
for region 5). White stars in maps indicate sites where phlebotomine sand fly pools 
tested positive to L. infantum DNA. 
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For identification each individual was cleared in potassium hydroxide and Marc Andre 
solution and slide-mounted in Berlese's fluid for microscopic diagnosis (Léger et al. 
1983).  
Molecular analyses 
For molecular analyses, 22 pools of 3 Ph. perniciosus and 1 pool of Ph. perniciosus 
(n=1) and Ph. ariasi (n=2) from different sampling sites within the study area were 
processed. For total genomic DNA extraction from pools a commercial kit was 
employed (GenomeElute, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) following the 
procedures suggested by the manufacturer. Later on, an adaptation of a previously 
described PCR protocol (Lachaud et al., 2002) targetting  a 145-bp fragment present on 
the high copy of kDNA minicircles of L. infatum was performed as previously 
described (Sobrino et al. 2008). Briefly, PCR uses the primers RV1 (5′-
CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG-3′) an d RV2  (5′-
CACCTGGCCTATTTTACACCA-3′). For all reactions, 12.5 μl of Amplitaq Gold PCR 
Master Mix (Applied Biosystems, Branchburg, NJ, USA), 0.25 μl of each primer (100 
μM) an d  2 . 5  μl o f DNA samp le were u sed  in a to tal reaction volume of 25 μl. 
Conditions of the PCR consisted on an initial annealing at 94°C for 2 min, 45 cycles of 
94°C for 1 min, 62°C for 1.5 min, 70°C for 45 s (increase of 5 s for each cycle), 
followed by a final elongation at 70°C for 10 min in an iCycler Thermal Cycler (Bio-
Rad). PCR fragment size was estimated by comparing with two molecular weight 
standards: PCR 100 pb Low Ladder and pBR 322 HaeIII Digest (Sigma-Aldrich) after 
electrophoresis on a 2% agarose gel. Gels were stained with Gel Red kit Nucleic Acid 
Gel Stain (Biotum. Hayward. CA. USA) under the conditions suggested by the 
manufacturer and photographed on a Gel-Doc System (Bio-Rad). 
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Table 1. Environmental variables gathered for each of the 905 10x10 km UTM squares 
of the study region and their relation with the first factor obtained from the principal 
component analysis (PCA). The mean value of every variable in each climatic region 
obtained with the PCA factor (see text and Figure 1) and its associated standard error 
(within brackets) are also shown. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
19.1 (0.1)19.2 (0.1)19.5 (0.1)18.6 (0.1)18.9 (0.1)0.354Average annual temperature range (TEJU-TEJ; %) 
26.6 (0.5)26.5 (0.2)27.2 (0.2)22.7 (0.5)16.4 (0.3)0.715Average annual air humidity range (HUJ-HUJU; %) 
14.9 (0.1)14.2 (0.1)13.5 (0.1)11.7 (0.1)9.5 (0.1)0.906Average annual mean temperature (ºC)2
25.3 (0.1)24.5 (0.1)24.0 (0.1)21.8 (0.1)19.7 (0.1)0.909Mean temperature in July (TEJU; ºC)2
6.1 (0.1)5.3 (0.1)4.5 (0.0)3.3 (0.1)0.8 (0.1)0.876Mean temperature in January (TEJ; ºC)2
472.1 
(0.6)
476.7 
(0.5)
479.3 
(0.5)
471.3 
(1.4)
441.2 
(1.4)0.731Average annual solar radiation (Kwh m
-2 day-1)2
0.3 (0.0)0.3 (0.0)0.2 (0.0)0.2 (0.0)0.1 (0.0)0.460Average annual relative maximum precipitation (P/PM24)
151.5 
(4.8)
134.8 
(2.8)
102.3 
(1.6)
100.9 
(2.3)93.4 (1.9)0.123
Average annual maximum precipitation in 24 hours (PM24; 
mm)2
621.1 
(13.1)
473.4 
(8.6)
464.0 
(5.7)
621.8 
(12.3)
684.1 
(22.6)-0.647Average annual accumulated precipitation (P; mm)
2
2.0 (0.1)2.0 (0.1)2.5 (0.0)2.5 (0.1)2.4 (0.1)0.066Soil permeability 
2.3 (0.1)2.4 (0.1)1.5 (0.1)2.8 (0.2)3.0 (0.2)-0.444Slope (degrees)
30.0 (0.1)30.8 (0.1)30.9 (0.1)30.9 (0.2)28.7 (0.2)0.286Rainfall regularity 
29.3 (6.9)28.7 (0.0)28.9 (0.0)27.5 (0.1)24.8 (0.1)0.857Mean annual insolation (hours year-1)2, 5
62.5 (2.0)52.4 (1.4)56.2 (1.1)73.1 (2.6)88.3 (3.2)-0.593Moisture Index2, 4
28.5 (0.7)29.1 (0.6)29.0 (0.5)26.1 (0.8)21.6 (0.9)0.235Continentality index2, 3 
62.7 (0.6)62.2 (0.3)63.2 (0.2)65.5 (0.5)70.6 (0.3)-0.534Mean relative air humidity in July (HUJU; %)2
89.3 (0.3)88.6 (0.2)90.4 (0.1)88.2 (0.2)87.0 (0.2)0.424Mean relative air humidity in January (HUJ; %)2
609.4 
(10.5)
467.0 
(6.5)
461.3 
(4.9)
595.8 
(8.7)
573.3 
(8.2)-0.549Average annual actual evapotranspiration (mm)
850.2 
(3.6)
818.5 
(2.2)
786.7 
(2.0)
733.5 
(3.9)
654.0 
(2.8)0.856Average annual potential evapotranspiration (mm)
2
154.0 
(10.9)77.8 (5.8)60.4 (4.4)
148.1 
(8.8)
158.9 
(13.1)-0.484Runoff  (mm)
1.1 (0.1)2.0 (0.1)4.2 (0.1)12.4 (0.6)18.0 (0.7)-0.792Mean annual no. of foggy days2
61.1 (0.8)58.1 (0.9)61.8 (0.5)70.1 (1.2)79.0 (1.9)-0.599Mean annual no. of days with precipitation >0.1mm2
36.8 (0.6)51.1 (0.9)69.5 (0.4)79.5 (1.1)105.3 (0.7)-0.760Mean annual no. of frost days
2
2.9 (0.1)2.4 (0.1)2.9 (0.1)3.5 (0.1)4.3 (0.2)-0.518Mean annual no. of days with hail2
293.2 
(12.4)
317.2 
(12.4)
198.6 
(9.4)
331.5 
(16.7)
368.2 
(20.1)-0.407Difference in altitude (m)
435.9 
(0.6)
433.9 
(0.5)
437.4 
(0.4)
441.2 
(0.9)
452.0 
(0.4)-0.652Latitude (m)
1
38.9 (0.9)47.1 (0.7)52.1 (0.3)55. (0.3)656.5 (0.6)-0.321Longitude (m)1
54321
Bioclimatic region
FactorVariable
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Ecogeographical variables 
The abundance of an arthropod vector species in a specific place at a given time 
depends on different environmental and geographical present and past conditions 
(Randolph 2009; Ruiz-Fons et al. 2012). As one of our aims intended to understand 
which of these conditions determined phlebotomine abundance in the study area, a 
number of ecogeographical covariables that a priori could influence phlebotomine 
reproduction, survival and activity according to existing literature (Munstermann 2004; 
Barón et al. 2011) were gathered for each of the study sites. These variables were 
grouped in 4 different factors as follows: i) geography (4 variables); ii) climate (14 
variables); iii) habitat (1 variable); and iv) hosts (14 variables). The variables and their 
descriptive values for our study sites are summarized in Table 2. 
Geographic variables: Longitude and latitude were recorded with portable GPS 
devices. Spatial location may account for spatial trends in species distribution that may 
be associated to population dynamics and consequently to species abundance (Real et 
al. 2003).  
Climatic variables: Daily series data from 152 meteorological stations in CLM 
from 2008 to 2010 were provided by the Spanish National Meteorological Agency 
(Aemet 2011). Temperature, relative humidity, accumulated precipitation and wind 
speed variables at different time scales were calculated in relation to sampling date 
using data from the meteorological station that was closer to the sampling point (Table 
2). Temperature and relative humidity data were used to calculate vapour pressure 
deficit (VPD). VPD is linearly related to the rate of evapotranspiration and consequently 
is a measure of the hydric stress to which phlebotomines are exposed. VPD was 
calculated as the difference between water vapour saturation pressure (VSP) and water 
vapour  
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Table 2. Relationship between biogeographical variables in each of the four factors 
considered for statistical analyses and the abundance of Ph. perniciosus. The Spearman 
correlation coefficient (rho) or chi-square value (χ2), the significance value (p), the 
arithmetic mean and its associated standard error as well as value ranges for continuous 
predictor variables are shown. Variables that were selected for multivariate modelling 
are marked with an asterisk. 
 
Environmental 
Factor 
Variable 
code Variable description rho/ χ
2 p Mean (SE) Range 
Geography 
Lo* Longitude (m/103) -0.018 0.856 482.5 (8.7) 314.1-627.6 
La* Latitude (m(104) -0.226 <0.05 439.2 (0.9) 425.2-456.6 
Climate 
Alt* Altitude (m) -0.004 0.964 743.0 (24.8) 324.0-1416.0 
Cr* Climatic region (categorical) 0.076 0.441 --- --- 
T Mean temperature of sampling day (ºC) 0.512 <0.001 17.4 (0.5) 2.6-29.0 
Tm Average mean temperature 30 days bs1 (ºC) 0.568 <0.001 18.8 (0.4) 11.9-28.6 
Ts Average mean temperature 180 days bs (ºC) 0.176 0.074 16.1 (0.6) 6.1-25.5 
Tan* Average mean temperature 365 days bs (ºC) 0.062 0.532 14.6 (0.2) 10.2-16.7 
Tw Average winter mean temperature (ºC) 0.022 0.826 6.1 (0.2) 2.9-8.4 
Pm Accumulated precipitation in 30 days bs (mm) -0.222 0.024 39.4 (2.0) 4.3-90.3 
Pt Accumulated precipitation in 90 days bs (mm) -0.132 0.183 127.7 (8.0) 13.4-339.4 
Ps Accumulated precipitation in 180 days bs (mm) 0.063 0.523 309.1 (18.7) 52.1-768.5 
Pan* Accumulated precipitation in 365 days bs (mm) 0.279 <0.01 593.8 (19.0) 281.3-1123.6 
RH* Mean relative humidity of the sampling day (%) -0.221 0.024 59.2 (1.2) 32.5-92.5 
RHm Average relative humidity of 30 days bs (%) -0.222 0.024 57.3 (1.2) 13.0-86.0 
VSD Water vapour saturation deficit (mm) 0.457 <0.001 878.1 (44.2) 105.1-2321.3 
VSDm* Water vapour saturation deficit for 30 days bs (mm) 0.456 <0.001 1037.9 (50.8) 237.0-2578.8 
Ws* Average wind speed of the sampling day (Km/h) -0.101 0.307 5.5 (0.4) 0.0-22.2 
Habitat Veg* Vegetation type (categorical) 0.001 0.995 --- --- 
Hosts 
Rd_fav Favourability for red deer 0.110 0.265 0.617 (0.017) 0.270-0.889 
Rod_fav Favourability for roe deer 0.034 0.730 0.473 (0.022) 0.087-0.928 
Wb_fav Favourability for wild boar -0.025 0.804 0.505 (0.017) 0.125-0.758 
Wu_fav* Favourability for wild ungulates 0.016 0.870 0.532 (0.014) 0.265-0.795 
Do Density of sheep in the municipality (nº/Ha) 0.073 0.460 1.191 (0.590) 0.000-35.941 
Db Density of cattle in the municipality (nº/Ha) 0.07 0.479 0.184 (0.047) 0.000-2.173 
Dc Density of goats in the municipality (nº/Ha) 0.08 0.421 0.081 (0.030) 0.000-1.780 
Do_f Density of sheep farms in the municipality (nº/Ha) 0.07 0.479 0.012 (0.096) 0.000-1.000 
Db_f Density of cattle farms in the municipality (nº/Ha) 0.08 0.421 0.001 (0.000) 0.000-0.014 
Dc_f Density of goat farms in the municipality (nº/Ha) 0.08 0.419 0.002 (0.000) 0.000-0.003 
Drum Density of ruminants in the municipality (nº/Ha) 0.111 0.261 1.457 (0.626) 0.000-38.169 
Drum_f* Density of ruminant farms in the municipality (nº/Ha) 0.145 0.141 0.004 (0.001) 0.000-0.087 
Dt* Distance to the nearest town (Km) 0.03 0.36 2.49 (0.29) 0.00-11.80 
Pd* Human population density in the municipality (nº/Km2) -0.028 0.775 40.08 (7.53) 0.71-358.90 
1 bs: before sampling 
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pressure (VP). VSP was calculated according to the Keenan and Keyes formula 
(http://ecaaser3.ecaa.ntu.edu.tw/weifang/ebook/psy-data1998.pdf): 
2
32
)(
GTFT
ETDTCTBTARVSPLn
+
++++
=  
where R=22105649.25, A=-27405.526, B=97.5413, C=-0.146244, D=0.12558x10-3, 
E=-0.48502x10-7, F=4.34903, G=0.39381x10-2 and T is temperature in K. VP was 
calculated as: 
100
RHVSPVP ×=  
where RH is the relative humidity in percentage. Climatic region was considered as a 
measure of spatial variation in environmental conditions while altitude was included as 
a indirect measure of climatic variation due to variations in altitude within similar 
climatic sites.  
Habitat variables: Habitat type and composition may significantly modulate the 
environmental favourability for phlebotomine sand flies reproduction and survival 
(Barón et al. 2011). Phlebotomine individual ranging area does not usually exceed from 
60 m away reproduction sites (Munsternmann 2004), for which habitat type was 
recorded at the sampling site level (within 50m radius from the sampling point). For 
analytical purposes, habitat was grossly classified in three different classes: i) typical 
Mediterranean habitat – evergreen oak (Quercus ilex) or pine (Pinus spp.) forests mixed 
with Mediterranean scrubland; ii) agricultural habitat – mainly seasonal cereal 
plantations and vineyards mixed with scattered patches of olive trees; and iii) 
predominance of riparian forest or marshland vegetation. 
Host related variables: Only Ph. perniciosus capture data was adequate enough 
for statistical modelling purposes. Ph. perniciosus females feed mainly on mammal 
hosts (De Colmenares et al. 1995) and thus only mammal abundance variables were 
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considered as possible environmental drivers of Ph. pernicious abundance. The number 
of cattle, sheep and goat and the number of farms in 2007 at the municipality level were 
provided by the regional animal health authorities. Data were used to calculate the 
density of ruminants and ruminant farms per hectare at the municipality level. The 
availability of wild ungulate hosts (named red deer Cervus elaphus, roe deer Capreolus 
capreolus and Eurasian wild boar Sus scrofa) was quantified on the basis of their 
environmental favourability which was produced in the context of a Spanish 
epidemiological study focused on C. imicola abundance (details of the functions can be 
obtained in Acevedo et al. 2010). Finally, the availability of human hosts was measured 
as the population density at the municipality level – inhabitants per square kilometre – 
according to demographic statistics obtained from the Spanish National Statistics 
Institute (http://www.ine.es). An additional proxy of human availability was measured 
by the distance from the sampling point to the nearest town that was obtained by using 
geographic information systems.  
 
Statistical analyses 
Phlebotomine abundance index for every species captured was calculated per sampling 
site and period as the number of captures per trap station. However, the low number of 
captures of Ph. ariasi did not allow performing statistical modelling with the predictor 
ecogeographical variables. Thus, only the abundance of Ph. perniciosus was considered 
for statistical analyses.  
 First, the correlation matrix of variables in the climate and host abundance 
factors – those with higher number of variables – was calculated to establish the 
relationships between variables grouped within the same factor. The relationship 
between continuous and categorical variables was established by Kruskal-Wallis tests. 
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Later on, a variable reduction procedure was performed in order to select non-highly 
correlated variables from each factor in order to avoid multicollinearity in the statistical 
modelling analysis. Variable selection procedure was carried out by performing 
Spearman correlation tests between each predictor variable (or Kruskal-Wallis tests for 
categorical predictors) and the response variable – i.e. the abundance of Ph. perniciosus 
(Table 2). Only predictors significantly related to the response variable were included in 
the multivariate analyses (e.g. see Ruiz-Fons et al. 2008). When highly correlated 
predictors (rho>0.5) were statistically linked to the response variable (p<0.05), only the 
most meaningful predictor was included in the next stage (Table 2). Finally, generalized 
mixed linear models (Zuur et al. 2009) were developed to determine the influence of 
any predictor on the abundance of Ph. perniciosus using a binomial negative 
distribution, a logarithmic link function and considering sampling site as a random 
variable. Modelling was carried out by a forward stepwise procedure in order of 
downhill Akaike information criterion (AIC; Akaike 1974). Modelling stopped when no 
decreases in the AIC was observed. Statistical analyses were carried out with the IBM-
SPSS 19.0 Statistical Package software (IBM. Corporation. New York. USA). 
 
Results  
During the survey, 152 phlebotomine sand flies were collected; 142 Ph. (Larroussius) 
perniciosus Newstead, 1911 (93.4%) and 10 Ph. (L.) ariasi Tonnoir, 1921 (6.6%). Sex 
allocation of captured phlebotomines was 72 females (47.3%) and 80 males (52.6%). 
Differences in mean phlebotomine capture of white compared to ultraviolet light traps – 
corrected according to the number of each trap type per trap station - were minimal 
(0.48 and 0.50 phlebotomines per night and period, respectively). The major part of 
phlebotomines were captured during the summer-autumn 2010 sampling period (n=101; 
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66.4%) in contrast to the spring-autumn 2010 period (n=51; 33.6%) and the autumn 
2009 period (n=0, 0.0%). Mean number of phlebotomine sand flies captured per night 
and trap station according to climatic region (Fig. 1) were higher in region 4 (2.7±1.4 ), 
followed by regions 5 (1.7±1.2.), 3 (1.3±0.5), 1 (0.4±0.2) and 2 (0.4±0.3). 
Molecular analyses of phlebotomine sandflies revealed the presence of L. infantum in 
the study sites although positive samples were only obtained from two sampling sites in 
southern CLM, coinciding with areas where the number of sites positive for Ph. 
perniciosus presence was high (Fig. 1).  
Variables included in the final model that significantly influenced the abundance 
of Ph. perniciosus were habitat type and mean annual temperature. Agricultural 
landscapes showed significantly higher potential to harbour higher Ph. perniciosus 
abundances (IRR=9.1; CI 2.1-39.3) than Mediterranean and riparian habitats (Table 3). 
Annual and winter mean temperature – calculated as the average of daily mean 
temperature values from December, 22nd to March, 21st – were highly correlated 
(rho=0.843, p<0.001), showing that temperate locations in which winter severity is 
moderate have a significantly higher risk of having higher Ph. pernicious abundance 
(IRR=2.13; CI 1.18-3.84). Model results showed that the abundance of Ph. perniciosus 
is expected to be higher in temperate agricultural areas within the study region, which 
are mainly those in south and south-western parts of CLM – climatic regions 3 and 4 in 
Fig. 1. 
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Table 3. Results of the final statistical model for the abundance of Ph. perniciosus 
showing the statistic (F), the incidence rate ratio (IRR) and its associated standard error 
(SE), the 95% confidence interval (CI) and the significance value (p) for each of the 
variables included in the model. Abbreviations are drawn according to Table 1. 
 
 
Discussion 
Information obtained in this study shows that the most relevant phlebotomine species 
from a public and animal health perspective in Spain – Ph. perniciosus and Ph. ariasi - 
are present in the study region with higher abundances in moderate temperate climatic 
regions in contrast to cooler regions. The finding of positive phlebotomines for L. 
Infantum coincided with climatic areas displaying the higher abundance of 
phlebotomine sand flies in the study area (Fig. 1), confirming the potential of these 
areas for sand fly-borne pathogens as already reported through incidence of human and 
canine cases of leishmaniasis (Castañeda et al. 1999; Valcárcel et al. 2008).  
 
Variable F IRR SE p 95% CI 
Intercept 2.276 2.61x10-6 375.03 <0.05 --- 
Sampling period 1.234     
Autumn  -0.52 1.62 0.183 0.20-1.36 
Spring-Summer  -0.54 1.60 0.187 0.21-1.36 
Summer-Autumn  Ref --- --- --- 
Habitat 5.170     
Mediterranean  3.92 2.19 0.084 0.83-9.89 
Agricultural  9.12 2.09 <0.05 2.11-39.33 
Riparian  Ref --- --- --- 
Climate region 0.949     
Region 1  9.35 5.37 0.187 0.33-262.96 
Region 2  3.01 3.19 0.343 0.30-29.99 
Region 3  3.67 2.29 0.121 0.70-19.05 
Region 4  1.11 2.04 0.883 0.27-4.58 
Region 5  Ref --- --- --- 
Wu_f 0.047 1.55 7.51 0.829 0.03-84.78 
Tan 6.506 2.13 1.35 <0.05 1.18-3.84 
Drum_f 0.021 -0.11 6563273.20 0.886 3.01x10-15-3.62x10-12 
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Methodological considerations 
Our aim was to outline the abundance of phlebotomine sand flies in different climatic 
regions within the study area and hence sampling sites were selected without 
considering any favourable trait for phlebotomine sand flies other than proximity of wet 
soils. This approach intended to provide a reasonable perspective of the risk in different 
environments (natural, rural and peri-urban) in the study region, not biasing our findings 
to more favourable reproduction and resting sites. Former approaches to the 
composition and density of phlebotomine sand flies in peninsular Spain were carried out 
by considering only favourable reproduction or resting sites; for example Gálvez et al. 
(2010) and Barón et al. (2011) placed sticky traps inside holes that provide an adequate 
microclimate for diurnal resting sites, while Aransay et al. (2004) placed CDC traps 
inside or outside livestock farms and houses. May be the first bias of our survey was 
that sampling sites were not placed within a short distance from a livestock farm or a 
highly populated area. Munstermann (2004) reported that Phlebotomus spp. are found at 
high densities near larval habitats where soil moisture and concentration of domestic 
animal faecal material favour reproduction. Our results could perhaps bias the 
perspectives of abundance of phlebotomine sand flies in the study region because no 
highly favourable sites were considered for the survey.  
 A second bias could have perhaps been the selection of CDC light traps instead 
of sticky traps. Sticky traps are suitable for standard monitoring of sand flies (Alexander 
and Maroli 2003; Faiman et al. 2009) although they have been reported to be limited by 
their surface area and to show a male bias (Kaul et al. 1994). CDC light traps were 
initially designed for mosquito surveillance but they have been proven to be also 
efficient for capturing sand flies; Maroli et al. (1994) reported that CDC light traps were 
more effective to collect the predominant Italian phlebotomine species than sticky traps, 
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and Hilmy et al. (1989) found that CDC light traps were the most efficient in capturing 
species of the genus Phlebotomus in Egypt. Independently of their efficiency, our 
capture method would have not efficiently measured the diversity of phlebotomine 
species in the study area because species that are not attracted by lights or that feed on 
ground hosts – e.g. S. minuta – would have been missed.  
 Finally, we planned survey dates according to the activity period of the most 
important Phlebotomus spp. in Spain attending to previous findings (Gálvez et al. 
2010). Long-term series data on vector abundance are desirable for ecological studies, 
but punctual well-balanced surveys carried out within the main activity period of the 
vector may also be representative of abundance at regional and local scales (Ruiz-Fons 
et al. 2012) Thus, we expect that our survey approach would have properly estimated 
the abundance of Ph. pernicious and Ph. ariasi in the study sites.  
Phlebotomine abundance and ecogeographical drivers 
Aransay et al. (2004) reported that Ph. perniciosus accounted for the 33.8% of the 
captures while Ph. ariasi represented the 2.6% of captures in north-eastern Spain and 
Barón et al. (2011) reported similar findings in southern Spain. The higher abundance of  
Ph. perniciosus in CLM is probably due to its higher environmental adaptability for 
what it is classified as a plastic species (Munstermann 2004). This seems to be 
confirmed by the fact that Ph. perniciosus was captured in each of the five climatic 
regions within CLM. However, mean abundance was higher in warm than in cool 
regions (Table 1; Fig. 1) suggesting a constraint exerted by cool Mediterranean climates 
in agreement to reports in southern and northeastern Spain (Aransay et al. 2004; Barón 
et al. 2011).  
In contrast to Ph. perniciosus, Ph. ariasi presented a lower distribution within 
the study region and the number of captures was low in any of the sites where it was 
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present. Interestingly, Ph. ariasi was not only restricted to the coolest climatic regions 
in the study area (Fig. 1) as expected according to the literature (Aransay et al. 2004; 
Gálvez et al. 2010). Nonetheless, Ph. ariasi is present during the whole year in thermo-
Mediterranean regions of southeastern Spain (Martínez Ortega and Conesa Gallego 
1987) indicating that it is also well adapted to coexist with Ph. perniciosus.  
Temperature and precipitation define sand fly survival as well as the speed of 
development of the different stages of its life cycle (Elnaiem et al. 1998; Killick-
Kendrick 1999; Gage et al. 2008). According to El-Badry et al. (2008), Plebotomus spp. 
adults and larvae are sensitive to high temperatures and low humidity. However, within 
a continental Mediterranean region, the higher the annual mean temperature the higher 
the abundance of Ph. perniciosus, contrasting with the negative relationship observed in 
sub-tropical climates. The proportional relationship between annual mean temperature 
and winter temperature suggests that the later may be responsible for Ph. perniciosus 
abundance. Under temperate continental climatic conditions, winter severity may impair 
survival of overwintering stages and consequently condition abundance the following 
year. Ph. perniciosus is described as a xerophilic species (Colacicco-Mayhugh et al. 
2010; Barón et al. 2011), which greatly agrees with the higher abundance observed in 
climatic regions 3 and 4 that are among the driest areas within the study region (see 
annual accumulated precipitation in Table 1). Barón et al. (2011) found that riparian 
habitats and deciduous forests are less favourable for Ph. perniciosus in southern Spain 
than agricultural areas with olive trees and scrub vegetation. This observation agrees 
with the finding that higher Ph. perniciosus abundance is found in agricultural areas in 
CLM, showing the potential of these areas to maintain this important vector species. 
However, in contrast to what Barón et al. (2011) observed in southern Spain, we found 
no direct evidence of urban settlements having any role on the abundance of Ph. 
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perniciosus (Table 3). In fact, one of the points with higher abundance was located in 
the outskirts of an agricultural village. Altogether, climate and habitat clearly define the 
potential favourability of southern and southwestern regions in CLM for Ph. 
perniciosus. 
Public and animal health risks 
Ph. perniciosus and Ph. ariasi are proven vectors of L. infantum in the Iberian Peninsula 
(Rioux et al. 1986; Lucientes et al.1988; Martín-Sánchez et al. 1996). Both sand fly 
species exhibit anthropo-zoophilic behaviour (De Colmenares et al. 1995), determining 
their implication in endemic leishmaniasis outbreaks. Martín-Sánchez et al. (2009) 
reported a clear agreement between canine leishmaniasis incidence and Ph. perniciosus 
presence and similar findings were described in central Spain (Gálvez et al. 2010) and 
in northern Spain where Ph. ariasi predominated over Ph. perniciosus (Aransay et al. 
2004). The finding of L. infantum positive Phlebotomus spp. in southern and south-
western locations of the study region confirms the higher risk of these areas with respect 
northern cooler areas. However, current climatic thrifts in the Mediterranean basin 
associated to climatic change may increase the environmental favourability for both the 
vector and the pathogen (e.g. Maroli et al. 2008), for which preventive measures need to 
be considered for the whole region, specially because Phlebotomus spp. are already 
present in these regions although at low abundances. An additional risk comes from 
wildlife; the evidence of wild carnivores in the study region as potential reservoirs of L. 
infantum (Sobrino et al. 2008) together with their widespread distribution in the region 
and their high dispersal potential (Gortázar 1999) increases potential exchange of 
vectors and pathogen between geographically close regions.  
In addition to L. infantum, public and animal health authorities need additionally 
to consider other pathogens transmitted by phlebotomine sand flies, such as TOSV – 
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currently endemic in some parts of Spain, Corfou virus from Greece (Rodhain et al. 
1985), Massilia virus from France (Charrel et al. 2009) and Arbia virus from Italy 
(Depaquit et al. 2010). Dohm et al. (2000) reported the ability of Phlebotomus spp. to 
transmit Rift Valley Fever virus – currently one of the most threatening diseases for the 
European Union – under laboratory conditions, thus adding concern to the health risks 
posed by phlebotomine sand flies. 
The high risk of introduction to Europe of vectors and pathogens causing 
potential diseases in animals and humans (Papa et al. 2006; Izri et al. 2008) indicates the 
need of including every region in a European-wide entomological surveillance network. 
Only basic information from environmentally different regions in Europe would be of 
quality enough for implementing vector-borne disease preventive and control measures.  
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Discusión General 
Partiendo de la gran influencia que los condicionantes ambientales tienen sobre la 
dinámica poblacional de los vectores artrópodos como culícidos, jejenes y flebótomos, 
entre otros, averiguar el papel que juegan esos factores ambientales es esencial en el 
estudio de la dinámica y en el control de los patógenos que transmiten. En la actualidad 
esta información básica continúa siendo escasa en la mayoría de países y regiones del 
mundo (Branks et al. 2011). Este hecho pone de manifiesto la necesidad real de mejorar 
el conocimiento acerca de la dinámica poblacional de los vectores − distribución, 
abundancia, composición y condicionantes ambientales – a diferentes escalas 
geográficas, particularmente a escalas locales y regionales. La información obtenida en 
este trabajo de Tesis Doctoral proporciona una parte de esa información básica en 
Castilla – La Mancha, un territorio geográfico extenso dentro de la península ibérica. 
Esta Tesis constituye así una primera base para la estimación de riesgos potenciales de 
aparición de enfermedades transmitidas por vectores en un momento de la historia 
reciente en el que éstas tienen una gran relevancia sanitaria.  
 
Consideraciones metodológicas 
En este trabajo de Tesis Doctoral se estudia principalmente la presencia y distribución 
geográfica de vectores del orden Diptera en una región del centro-sur de España 
dominada por el clima mediterráneo. Braks et al. (2011) señalaron que la información 
generada a partir de los estudios de presencia de vectores es una herramienta esencial 
para la generación de mapas de riesgo de utilidad en salud pública. Por lo tanto, el 
método de captura elegido para el estudio de especies de interés es esencial para obtener 
una información representativa y fiable. Actualmente existen múltiples herramientas 
para la captura de dípteros vectores, aunque no hay una herramienta universal que de 
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forma genérica funcione para todos los grupos de dípteros que pueden ser vectores de 
enfermedades. En los trabajos realizados en esta Tesis Doctoral se eligieron las trampas 
tipo CDC creadas por Sudia y Chamberlain (1962) en base a que estudios previos 
señalan que con este modelo de trampas se captura mayor cantidad y diversidad de 
culícidos que con otras trampas (Ritchie y Daniel 1995). Como el objetivo principal de 
este trabajo no era determinar sólo las especies de culícidos sino también de otros 
grupos de dípteros, se comprobó en la literatura científica cuál era la eficacia de estas 
trampas para capturar tanto Culicoides como flebótomos (Rowley y Jorgensen 1967; 
Wieser-Schimpf et al. 1990; Alexander 2000; Venter y Hermanides 2006; Cohnstaedt et 
al. 2008). Además, Eldridge (2005) señaló que para la estimación de la abundancia de 
estados adultos de estos vectores es recomendable el uso de trampas CDC; por lo 
general con un atrayente: luz, CO2 o ambos. Por cuestiones logísticas el atrayente 
empleado en este trabajo consistió en dos tipos de luz − blanca y ultravioleta , utilizando 
exactamente el mismo sistema para todos los puntos de muestreo y por ello 
proporcionando una información comparable entre localidades.  
Cabe también mencionar que la realización de tres muestreos en un ciclo anual 
puede haber tenido un efecto en las estimas de abundancia ya que las series temporales 
son recomendables en estudios de dinámica poblacional. Sin embargo, los muestreos se 
planificaron dentro de la época de actividad descrita en la península ibérica para cada 
uno de los vectores (ver capítulos correspondientes), incluyendo las épocas de mayor 
abundancia esperada. De forma añadida, el muestreo se realizó por igual en todos y cada 
uno de los puntos de muestreo, por lo que el muestreo estuvo bien balanceado entre 
localidades. Por ello, este estudio proporciona una información totalmente comparable 
entre puntos de estudio y por lo tanto se considera que las relaciones ambiente-vector 
observadas son fiables. 
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Abundancia, diversidad y distribución de dípteros en Castilla – La Mancha y riesgos 
sanitarios asociados 
Culícidos 
Como se describe en el primer capítulo de este trabajo de Tesis Doctoral, Culex pipiens 
es la especie de culícido más abundante y con mayor distribución en Castilla – La 
Mancha. Este hallazgo puede contribuir a la política de prevención de riesgos de 
enfermedades transmitidas por mosquitos en la región ya que circunscribe en gran 
medida los riesgos potenciales a aquellas enfermedades en las que Cx. pipiens sea 
vector. Muestra paralelamente la necesidad de centrar esfuerzos de investigación en 
estos patógenos, ya sean endémicos o exóticos. Este primer hallazgo señala también la 
importancia de profundizar en la dinámica de las poblaciones de esta especie de 
mosquito en la región como medida de mejora de los sistemas de prevención sanitarios, 
aspecto que se abordó en el capítulo 2 y que se discute más adelante. 
Son numerosos los patógenos en los que Cx. pipiens actúa como vector 
primordial o secundario, entre los que cabe mencionar el virus de West Nile (WN), el 
virus Chikungunya, el virus Usutu, el virus Sindbis, el virus Tahyna, el virus de la fiebre 
del valle del Rift, el virus de la encefalitis japonesa, Plasmodium falciparum, P. vivax, o 
Dirofilaria inmitis. Estos son agentes patógenos transmitidos por mosquitos que 
deberían estar recogidos dentro de la lista de prioridades de las autoridades sanitarias 
regionales y nacionales. Dentro de estos patógenos, el más importante en la actualidad 
en España – y quizás en la mayor parte de Europa − es el virus  de WN, ya que es 
responsable de numerosos brotes de enfermedad en personas y animales en países de la 
cuenca mediterránea. En España también se ha implicado al virus de WN en numerosos 
brotes de meningoencefalitis humana y equina (García-Bocanegra et al. 2011) e incluso 
en especies de aves en peligro (Höfle et al. 2008). Este trabajo de Tesis Doctoral señala 
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el riesgo de presencia del virus de WN es elevado en Castilla – La Mancha debido a la 
presencia de Cx. pipiens en prácticamente toda la región, si bien es necesario estimar la 
influencia de factores ambientales sobre la ecología de este patógeno. La mayor 
abundancia de Cx. pipiens en ambientes acuáticos moderadamente templados y donde 
las actividades humanas son elevadas dentro de la región, da pistas de hacia dónde se 
deben dirigir futuros esfuerzos de monitorización y las áreas donde las autoridades 
sanitarias deben poner su punto de mira. Además del virus de WN, la reciente aparición 
del virus Usutu en algunas regiones de la península ibérica (Vázquez et al. 2011) junto 
con la abundancia y distribución de Cx. pipiens – uno de sus vectores principales − pone 
de manifiesto la potencial exposición de las poblaciones de aves de Castilla – La 
Mancha a este patógeno. El virus Usutu causó recientemente brotes con elevada 
mortalidad en mirlos (Turdus merula) en Austria (Weissenböck et al. 2010), 
constituyendo una amenaza potencial para la conservación de aves protegidas en 
Castilla – La Mancha. Sin embargo, a día de hoy se desconoce si este agente está 
presente en la región. La presencia de poblaciones estables de Cx. pipiens y la gran 
diversidad y abundancia de aves acuáticas – tanto autóctonas como migratorias - en los 
humedales manchegos (Pérez-Ramírez et al. 2010) ofrecen una gran oportunidad de 
expansión tanto para el virus de WN como para el virus Usutu. La Unión Europea tiene 
actualmente puesta su atención en un importante patógeno zoonótico cuya aparición 
podría ser desastrosa tanto para el sector agropecuario como para los sistemas de salud 
pública europeos, el virus de la fiebre del Valle del Rift. Múltiples brotes causados por 
este virus han tenido lugar fuera del continente africano donde es endémico (Balkhy y 
Memish 2003; Chevalier et al. 2010), mostrando su elevada capacidad “migratoria”. 
Boshra et al. (2011) señalan que el aumento de las transacciones comerciales tanto 
dentro como fuera del continente africano junto con las alteraciones ocasionadas por el 
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cambio climático en las poblaciones de mosquitos de la cuenca Mediterránea constituye 
un elevado riesgo de introducción a la Unión Europea. Turell (1989) señala a Cx. 
pipiens como el vector más importante del virus de la fiebre del valle del Rift en la 
cuenca Mediterránea. Además, otros grupos de vectores como Culicoides imicola y C. 
obsoletus, e incluso algunas especies de flebótomos, podrían ser vectores del virus 
(Glick 1990; Turell y Perkins 1990; Chevalier et al. 2010), añadiendo complejidad a la 
epidemiología de este virus en tierras europeas, especialmente en la cuenca 
mediterránea. 
La malaria está considerada en la actualidad como una de las enfermedades 
emergentes más importantes del planeta (Becker et al. 2010), mostrando el potencial de 
expansión hacia zonas libres. Un hallazgo destacable de esta Tesis Doctoral con 
respecto a esta enfermedad es la baja abundancia de especies del género Anopheles en 
ambientes acuáticos continentales del interior de la península ibérica, lo que junto con la 
diversidad de factores que deben concurrir para el establecimiento de un ciclo endémico 
de malaria en un territorio (Bueno-Marí y Jiménez-Peydró 2008), señalan que el riesgo 
de establecimiento de ciclos endémicos de P. vivax – el agente causal de la malaria 
humana en Europa – es bajo. Además, el riesgo de malaria estaría “amortiguado” por el 
nivel social, económico y sobre todo sanitario establecido en la península ibérica. A 
pesar de todo, se han capturado cinco especies del género Anopheles que directa o 
indirectamente están relacionadas con la transmisión de P. vivax (Bueno-Marí y 
Jiménez-Peydró 2008; Reusken 2011), por lo que el riesgo, aunque bajo, no es 
despreciable.  
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Culicoides  
Algunos de los problemas sanitarios que mayor impacto han tenido en el sector pecuario 
europeo en las últimas décadas han estado vinculados a enfermedades transmitidas por 
jejenes del género Culicoides. Dentro de ellos debemos mencionar los casos del virus de 
la peste equina africana (Sánchez-Vizcaíno 2004), el virus de la lengua azul (Sperlova y 
Zendulkova 2011) o el más reciente del virus Schmallenberg (Hoffmann et al. 2012). 
Estos ejemplos ponen en evidencia la gran necesidad de profundizar en un factor común 
a estas enfermedades, la dinámica poblacional de sus vectores. A la Unión Europea el 
control de este virus le ha supuesto grandes esfuerzos humanos y económicos en 
acciones como la vacunación, la demarcación territorial para la comercialización de 
animales y sus productos, la creación de programas de vigilancia entomológica y la 
vigilancia epidemiológica (Van Rijn et al. 2012). Estos esfuerzos, sin embargo, no han 
repercutido en la erradicación total del virus de la lengua azul del ganado, y en la 
actualidad la enfermedad es endémica en numerosos países (Rasve 2011). 
Antes de la realización de este trabajo de Tesis Doctoral el conocimiento sobre las 
poblaciones de jejenes del género Culicoides en ambientes no ganaderos era escaso, 
sólo limitado a algún punto de muestreo extraordinario dentro de los programas de 
vigilancia entomológica establecidos en numerosos países de Europa tras la emergencia 
de estas enfermedades. En este trabajo de Tesis Doctoral se muestra que las dos 
especies principales de jejenes involucradas en la transmisión de los virus de la peste 
equina africana (PEA) y de la lengua azul (LA) – Culicoides imicola y C. obsoletus - no 
son abundantes en ambientes no ganaderos en una región en la que ambas son 
periódicamente capturadas en granjas de rumiantes (Calvete et al. 2008; Acevedo et al. 
2010). Los resultados de esta Tesis Doctoral sugieren, por lo tanto, que debemos de 
ejercer un cambio en la percepción de la epidemiología del virus de la LA y de sus 
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vectores, especialmente debido a la probable existencia de un ciclo silvestre del virus 
(Bocanegra et al. 2011; Falconi et al. 2012) y a la presencia y amplia distribución en 
Castilla – La Mancha de vectores potenciales – como es el caso de las especies del 
grupo C. pulicaris (Caraccapa et al. 2003) en ambientes no ganaderos. Sería necesario 
profundizar en la relación entre el virus de la LA, los jejenes del grupo C. pulicaris y los 
ungulados silvestres, especialmente cuando las poblaciones de estos últimos presentan 
tendencias crecientes (Acevedo et al. 2007, 2008).  
Aplicar los resultados entomológicos obtenidos en esta Tesis a la valoración de 
riesgos de transmisión de otros patógenos vinculados a Culicoides spp., como el virus 
de la PEA y el virus Schmallenberg, es difícil. En el caso de la PEA porque hasta la 
fecha ninguna especie silvestre en Europa parece estar vinculada al ciclo de vida de este 
patógeno, especialmente debido a la ausencia de équidos silvestres. En el segundo caso, 
porque a día de hoy la vinculación de los jejenes del género Culicoides en el ciclo de 
vida del virus Schmallenberg no ha sido demostrada (Lievaart-Peterson et al. 2012). Sin 
embargo, cabe señalar que la fauna silvestre europea puede tener un papel importante 
sobre la dinámica de los vectores de ambos patógenos, implicándose indirectamente en 
la epidemiología de ambos. Este aspecto ha sido bien estudiado en la epidemiología de 
algunos patógenos transmitidos por garrapatas, donde especies de animales silvestres no 
reservorios modulan la prevalencia del patógeno a través de su vínculo con el vector 
(Sood et al. 2011; Ruiz-Fons et al. 2012). Un aspecto que también debe ser considerado 
para evaluar la potencial expansión del virus de la PEA en Europa es el hecho de que 
algunas especies de culícidos − Cx. pipiens, por ejemplo − han sido descritas como 
vectores (Braverman y Boorman 1978; Wilson et al. 2009). Los resultados de los dos 
primeros capítulos de esta Tesis Doctoral aportan, por lo tanto, información sobre 
potenciales vectores de este virus que deben ser considerados en los análisis de riesgo 
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de exposición a esta importante enfermedad. De forma global, esta complejidad 
demuestra que la dinámica hospedador-vector y hospedador-vector-patógeno en 
ecosistemas complejos como los existentes en Castilla – La Mancha debe ser objeto de 
una profunda investigación futura.  
Otra enfermedad de gran relevancia para la Unión Europea por su riesgo de 
introducción y por la presencia de vectores competentes es la enfermedad epizoótica 
hemorrágica (EEH). LA EEH es ocasionada por el virus de su mismo nombre, un 
Orbivirus con gran homología con el virus de la lengua azul y que afecta principalmente 
a rumiantes, tanto domésticos como silvestres (Eschbaumer et al. 2012). Hasta ahora no 
se han descrito casos en la Unión Europea, pero los recientes brotes registrados en 
países vecinos y el hecho de que C. imicola y miembros de los complejos C. pulicaris y 
C. obsoletus sean vectores competentes ha activado los sistemas de alerta sanitaria en la 
Unión Europea (EFSA 2009). Eschbaumer et al (2012) señalan que la introducción del 
virus de la enfermedad hemorrágica epizoótica a Europa se podría dar tanto a partir de 
la importación de animales infectados como por la llegada de vectores portadores del 
virus impulsados por el viento (Sellers et al. 1991). El papel de la fauna silvestre 
europea, principalmente de los rumiantes silvestres, en un posible ciclo silvestre del 
virus de la enfermedad epizoótica hemorrágica no es conocido. Rumiantes silvestres 
europeos como el ciervo rojo (Cervus elaphus), el gamo (Dama dama) y el corzo 
(Capreolus capreolus) son capaces de infectarse experimentalmente (Gibbs y Lawman 
1977). La introducción de los serotipos 1 y 2 del virus a Norteamérica ha demostrado 
que un ciclo silvestre de la enfermedad es posible. Rumiantes silvestres como el venado 
de cola blanca (Odocoileus virginianus), el bisonte americano (Bison bison) o el wapití 
(Cervus elaphus canadensis) pueden sufrir EHE (MacLachlan et al. 2010; Nol et al. 
2010). El ejemplo americano junto con lo que hoy en día conocemos acerca del papel de 
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la fauna silvestre en el virus de la LA (Ruiz-Fons et al. 2008; García et al. 2009; López-
Olvera et al. 2010; Rodríguez-Sánchez et al. 2010; García-Bocanegra et al. 2011; 
Falconi et al. 2012) y junto con los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, señalan 
que el potencial del virus de la EHE en la fauna silvestre española es muy elevado. Las 
consecuencias para la industria cinegética y para la conservación podrían ser 
catastróficas, por lo que este ejemplo, si cabe, refleja aún más la necesidad de 
profundizar en el conocimiento de las relaciones entre jejenes vectores y hospedadores 
silvestres que pueden ser reservorios o víctimas de este agente patógeno.  
 
Flebótomos 
Las principales especies de flebótomos que actúan como vectores de enfermedades 
relevantes en salud pública y sanidad animal en la cuenca del Mediterráneo son 
Phlebotomus perniciosus y Ph. ariasi. Estas son dos especies que actualmente parecen 
estar en expansión hacia el norte en el continente europeo (Kuhn 1999). Ambas especies 
son vectores primordiales de agentes patógenos tan importantes como Leishmania 
infantum y virus del género Phlebovirus en la cuenca mediterránea occidental (Rioux et 
al. 1986; Martín-Sánchez et al. 1994; Charrel et al. 2007). Ambas especies fueron 
encontradas en el estudio realizado en este trabajo de Tesis Doctoral. Otras especies más 
abundantes como Sergentomyia minuta no fueron capturadas en este trabajo debido a la 
aproximación metodológica, pero estas especies actualmente no se consideran como 
vectores relevantes de patógenos para animales y personas. 
 El trabajo realizado en esta Tesis Doctoral muestra las zonas de mayor riesgo 
potencial de enfermedades vehiculadas por Ph. perniciosus y Ph. ariasi en Castilla – La 
Mancha. La mayor abundancia esperable de Ph. perniciosus en ambientes agrícolas de 
zonas cálidas dentro de la región muestra las zonas de mayor riesgo potencial de 
Mauricio Durán Martínez  Tesis Doctoral 
 178 
exposición a patógenos transmitidos por esta especie de flebótomo − como L. infantum 
y flevovirus endémicos como el virus Toscana (Sanbonmatsu 2005) − en ambientes no 
urbanos de la región. En relación a L. infantum − el agente causal de la leishmaniasis 
humana y canina en Europa −, cabe señalar que es un patógeno endémico en casi toda la 
cuenca del Mediterráneo (Gramiccia y Gradoni 2005). La leishmaniasis en España ha 
sufrido un incremento tanto en prevalencia como en distribución en las últimas décadas 
(Molina et al 2012). Los recientes brotes masivos de leishmaniasis en la Comunidad 
Autónoma de Madrid lo ponen en evidencia. Cabe mencionar que Castilla – La Mancha 
presenta el segundo mayor porcentaje de hospitalizaciones por leishmaniasis, una 
evidencia de la importante repercusión en salud pública que tiene L. infantum en la 
región (Valcárcel et al. 2008). Esto, unido a la evidencia de que los carnívoros silvestres 
en esta región pueden actuar como reservorios (Sobrino et al. 2008) y al hecho de 
encontrar flebótomos positivos a ADN de L. infantum en el estudio realizado en esta 
Tesis, pone en evidencia la necesidad de profundizar en el conocimiento de las 
relaciones entre flebótomos, los patógenos que transmiten y los hospedadores silvestres. 
De forma añadida, el papel que los ungulados silvestres podrían tener en la dinámica 
poblacional de los flebótomos debe ser analizado con mayor profundidad, ya que la 
ausencia de vinculación encontrada en esta Tesis Doctoral puede únicamente ser debida 
a que el enfoque principal del muestreo no fue determinar el papel de estos 
hospedadores sobre los flebótomos. Un aspecto que todavía permanece inexplorado en 
Castilla – La Mancha − y en gran parte de la península ibérica − es la situación de los 
diferentes flebovirus que especies autóctonas de flebótomos pueden transmitir. 
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Riesgos futuros de enfermedades transmitidas por vectores en Europa y España  
Son numerosos los factores que condicionan el riesgo de exposición de personas y 
animales a enfermedades transmitidas por vectores, tanto ambientales como sociales y 
económicos (Vora 2008). Estos factores pueden jugar un papel tanto en el caso de 
enfermedades endémicas como en el caso de enfermedades exóticas. En relación a las 
enfermedades exóticas − aquellas que mayor riesgo de emergencia pueden presentar por 
introducirse en un territorio totalmente nuevo − el riesgo de introducción y expansión 
depende de una serie de factores como la proximidad de un territorio libre a regiones 
endémicas, el intercambio comercial de animales y sus productos entre territorios 
endémicos y libres, la probabilidad de introducción a través de movimientos migratorios 
de hospedadores o de vectores y la presencia o el establecimiento de vectores 
competentes en el territorio libre. En este trabajo de Tesis Doctoral se ha pretendido 
aproximar los riesgos actuales y futuros para una amplia región en la península ibérica 
desde el punto de vista entomológico, tratando de prever las zonas de mayor riesgo 
tanto para patógenos endémicos como para patógenos exóticos.  
La región de estudio presenta un gran potencial de emergencia de enfermedades 
exóticas transmitidas por vectores al encontrarse englobada en la península ibérica. Las 
razones de este riesgo derivan de varios factores, entre otros la proximidad al continente 
africano donde numerosas enfermedades importantes son endémicas, la gran cantidad 
de aves migratorias que atraviesan cada año la península ibérica desde sus zonas 
invernantes en el continente africano – portando con ellas patógenos y eventualmente 
vectores de enfermedades exóticos, − el elevado intercambio comercial establecido con 
países donde algunas enfermedades vectoriales relevantes son endémicas o las 
alteraciones que los cambios en la dinámica de hospedadores y del clima pueden 
ocasionar en las poblaciones de vectores (Pickering et al. 2012). Es esperable que la 
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globalización, el cambio climático y la migración masiva de personas se acentúen en los 
próximos años (Weiss y McMichael 2004), y con ello se produzcan cambios 
significativos en la distribución de las enfermedades transmitidas por vectores de forma 
global. El estudio y seguimiento de las poblaciones de artrópodos vectores es por tanto 
imprescindible para poder entender su rol epidemiológico y poder predecir y controlar 
los posibles efectos adversos de este riesgo potencial. El conocimiento de los vectores 
tendrá que desarrollarse de manera cada vez más detallada a nivel local y regional para 
así poder evaluar su situación global. Este trabajo de Tesis Doctoral pretende ser una 
primera aproximación para el establecimiento de sistemas de vigilancia y 
monitorización entomológica en Castilla-La Mancha que nos ayuden a afrontar esos 
riesgos con rigurosidad científica y a reducir el impacto y los costes de estas nuevas 
enfermedades, así como a controlar los efectos de las enfermedades que ya están 
presentes. 
Es imprescindible resaltar la necesidad de interacción entre múltiples disciplinas 
dentro de las áreas de salud pública y sanidad animal, así como con las autoridades 
responsables del medio ambiente, con la finalidad de establecer un sistema eficaz de 
vigilancia entomológica que suponga a su vez la generación de un sistema de alerta 
epidemiológica temprana.  
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Síntesis 
Este apartado, a modo de resumen, expone brevemente los principales logros y avances 
en el conocimiento científico obtenidos en los diferentes estudios que se conforman esta 
Tesis Doctoral, incluida en la línea de investigación sobre entomología aplicada al 
estudio de riesgos de enfermedades transmitidas por vectores. 
Existe una tendencia creciente en el intercambio comercial global, en la 
movilidad de personas, animales y productos animales, así como en los cambios en los 
usos del suelo. Además, se observan alteraciones de la dinámica de las poblaciones de 
animales silvestres y cambios en el clima global. Todo esto afecta a las poblaciones de 
vectores artrópodos, y con ellos a los patógenos que transmiten, los cuales están 
experimentando cambios en distribución y abundancia que ponen en riesgo la salud de 
las personas y los animales. Evaluar estos cambios es esencial para prevenir riesgos 
presentes, predecir amenazas futuras y controlar los efectos indeseables ocasionados por 
las enfermedades transmitidas por estos vectores. Este trabajo de Tesis Doctoral 
pretende aportar conocimiento esencial sobre la dinámica de las poblaciones de vectores 
como base para la prevención de riesgos sanitarios en una región mediterránea de la 
península ibérica. Para ello, en este trabajo de Tesis Doctoral se ha profundizado en la 
monitorización de vectores del orden Diptera: Culicidae, Ceratopogonidae y 
Psychodidae, de importancia en salud pública y veterinaria en la Comunidad Autónoma 
de Castilla-La Mancha. Concretamente se ha estudiado qué factores geográficos, 
climáticos, del hábitat y relacionados con los hospedadores determinan la abundancia de 
las especies de estos grupos de dípteros y, por lo tanto, con mayor potencial 
epidemiológico. A continuación se sintetizan los principales resultados obtenidos en los 
4 capítulos que conforman este trabajo de Tesis Doctoral. 
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Las poblaciones de mosquitos en ambientes acuáticos de Castilla – La Mancha son 
diversas, presentando una mayor abundancia en zonas húmedas del centro de la 
región  
 
En Castilla – La Mancha la información sobre las poblaciones de mosquitos era escasa e 
insuficiente para la generación de informes sobre riesgos sanitarios de enfermedades 
transmitidas por mosquitos. En el capítulo 1 de esta Tesis se esbozó de manera general 
la distribución, abundancia y composición de las comunidades de mosquitos en la 
región mediante captura en 39 localidades pertenecientes a diferentes regiones 
climáticas en Castilla - La Mancha. Las capturas se realizaron mediante la colocación de 
trampas tipo CDC con atrayente de luz durante 3 periodos dentro de un ciclo anual: 
primavera-verano, verano-otoño y otoño. De los 783 culícidos adultos capturados se 
identificaron seis géneros diferentes: Anopheles, Aedes, Culex, Culiseta, Ochlerotatus y 
Uranotaenia, y 19 especies. De ellos Cx. pipiens representó casi el 65% de las capturas 
y estuvo presente en 24 de las 39 localidades muestreadas. Otras especies relevantes por 
su abundancia y distribución geográfica fueron Cx. theileri, Cs. annulata, Cs. subochrea 
y An. maculipennis complex.  
Cx. pipiens, debido a su abundancia y amplia distribución geográfica, se 
identificó como la especie de culícido de mayor relevancia en la región desde el punto 
de vista de salud pública y sanidad animal. Por lo tanto, patógenos transmitidos por Cx. 
pipiens como el virus West  Nile, el virus Usutu, el virus Sindbis o el virus de la fiebre 
del Valle del Rift, entre otros, deben ser prioritarios en investigación debido a su mayor 
potencial en la región. 
 
  Síntesis 
 189
La abundancia de Culex pipiens, y por lo tanto el riesgo de exposición a patógenos 
transmitidos por esta especie, están ligadas a factores ecogeográficos como el clima 
y la disponibilidad de hospedadores 
 
Una vez se identificó la especie de mosquito clave desde el punto de vista sanitario en 
Castilla – La Mancha, conocer qué factores regionales condicionan su abundancia es 
esencial para comprender la magnitud del riesgo sanitario y predecir las variaciones en 
la abundancia que se producirán con las alteraciones futuras en los parámetros 
condicionantes. En el capítulo 2 se pretendió identificar algunos de estos factores 
ecogeográficos regionales que modulan la abundancia de Cx. pipiens. Para ello, una vez 
conocida la distribución y abundancia de Cx. pipiens en el trabajo realizado en el 
capítulo 1, se estimaron una serie de variables ecogeográficas que a priori pudiesen 
tener un efecto modulador de la abundancia de Cx. pipiens. Posteriormente, se evaluó 
mediante modelos estadísticos la influencia de esas variables ecogeográficas sobre la 
abundancia de Cx. pipiens. Acorde a lo descrito en el capítulo 1, las mayores 
abundancias de Cx. pipiens se registraron en el centro de la Castilla – La Mancha, una 
región predominantemente llana, climáticamente templada dentro del gradiente de 
temperatura regional y con el menor nivel de precipitaciones dentro de la región. Se 
identificó un pico de actividad estacional de Cx. pipiens coincidente con las 
descripciones para la especie en otras regiones geográficas y, paralelamente, se 
evidenció la influencia positiva del ganado doméstico y de la densidad de población 
humana sobre la abundancia de Cx. pipiens, bien por servir como hospedadores para 
este mosquito bien porque las actividades humanas favorecen la creación de ambientes 
idóneos para su reproducción. La identificación de estos factores permite a su vez 
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identificar algunos de los factores que modular el riesgo de exposición de personas y 
animales a los patógenos transmitidos por Cx. pipiens en la región.  
 
Culicoides imicola y el grupo C. obsoletus parecen no ser los principales vectores de 
Orbivirus de relevancia en sanidad animal en zonas no ganaderas de Castilla – La 
Mancha 
 
La información sobre la ecología y la dinámica poblacional de las especies de jejenes 
del género Culicoides en Europa ha crecido enormemente en las últimas décadas debido 
a la aparición de brotes de lengua azul y peste equina africana. Sin embargo, la 
información obtenida está vinculada a ambientes ganaderos en los que las enfermedades 
transmitidas por Culicoides tienen un gran impacto económico, desconociéndose 
prácticamente cuál es la composición y abundancia de Culicoides en ambientes no 
ganaderos. El demostrado papel de los ungulados silvestres, principalmente el ciervo 
rojo, como reservorios del virus de la lengua azul llevó a estudiar qué especies podrían 
ser vectores del virus en ambientes no ganaderos. En el capítulo 3 se describe la 
distribución y abundancia de jejenes del género Culicoides capturados en Castilla - La 
Mancha paralelamente a las capturas de mosquitos presentadas en los capítulos 1 y 2. Se 
identificó que las especies del grupo C. pulicaris representaron las mayores abundancias 
mientras que ni C. imicola ni ejemplares del grupo C. obsoletus – los vectores con 
mayor implicación en la transmisión del virus de la lengua azul en Europa y abundantes 
en ambientes ganaderos en Castilla – La Mancha – fueron capturados. Estos resultados 
sugieren que las especies del grupo C. pulicaris deben ser los vectores de Orbivirus más 
importantes en ambientes no ganaderos, poniendo en evidencia la necesidad de una 
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mayor investigación sobre los factores de riesgo de exposición a Orbivirus cuando éstos 
presentan un ciclo silvestre que puede estar vinculado al ciclo doméstico. 
 
La exposición de personas y animales a patógenos transmitidos por Phlebotomus 
perniciosus es más elevada en zonas agrícolas templadas del sur y suroeste de 
Castilla – La Mancha 
 
A pesar de que Castilla – La Mancha es una de las regiones españolas con mayor índice 
de  hospitalizaciones por leishmaniasis y que la fauna silvestre puede jugar un papel 
importante como reservorio del agente causal – Leishmania infantum −, la distribución 
y composición de las especies de flebótomos vectores de este protozoo – y también de 
otros patógenos endémicos como el virus Toscana − en ambientes no urbanos de la 
región es poco conocida. En el capítulo 4 de esta Tesis Doctoral se planteó un estudio − 
que discurrió de forma paralela a la captura de mosquitos y jejenes planteada en los 
capítulos anteriores − con la finalidad de determinar la composición, distribución y 
abundancia de flebótomos, y los riesgos sanitarios derivados. Una selección de los 
flebótomos capturados se analizó molecularmente para determinar la presencia de L. 
infantum. Se analizó la influencia de factores ecogeográficos como factores espaciales, 
clima, hábitat y hospedadores sobre la abundancia de la especie de flebótomo más 
abundante. Durante el muestreo se capturaron 142 ejemplares de Phlebotomus 
perniciosus y 10 ejemplares de Ph. ariasi, ambos probados vectores de L. infantum en la 
cuenca mediterránea occidental. Se detectó la presencia de ADN de L. infantum en 2 de 
los 23 pooles de flebótomos analizados por PCR y el origen de los pooles positivos 
coincidió con las zonas de mayor abundancia de flebótomos en Castilla – La Mancha. 
Los resultados del análisis estadístico señalaron que la abundancia de Ph. perniciosus − 
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el más abundante de los flebótomos vectores de patógenos en la región – está 
determinada por la presencia de zonas agrícolas en las regiones climáticas más cálidas 
dentro de la región, señalando que esas son las zonas con mayor riesgo de exposición a 
patógenos como L. infantum o el virus Toscana. 
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Conclusiones 
1. Culex pipiens es la especie con mayor distribución y abundancia de entre los 
culícidos presentes en ambientes acuáticos no urbanos del centro-sur de la 
península ibérica. Ello determina que los mayores riesgos para la salud pública y 
la sanidad animal de enfermedades transmitidas por mosquitos en estos 
ambientes, como el virus de West Nile o el virus de la fiebre del valle del Rift 
entre otros, estarían asociados principalmente a Culex pipiens. Así mismo, este 
resultado muestra cuáles son las enfermedades transmitidas por mosquitos en las 
que sería necesario realizar un mayor esfuerzo de investigación en el futuro en el 
centro-sur de la península ibérica. 
2. La baja abundancia de especies del género Anopheles en ambientes acuáticos no 
urbanos del centro-sur de la península ibérica sugiere que el riesgo de 
establecimiento de un ciclo endémico de malaria humana causada por 
Plasmodium vivax es bajo aunque no despreciable.  
3. La no detección de la especie invasora Aedes albopictus sugiere que esta no ha 
colonizado aún ambientes acuáticos no urbanos del centro-sur de la península 
ibérica. Ello determina que el riesgo actual de emergencia de enfermedades 
asociadas a este vector, como el dengue, sea bajo. Sin embargo, es necesario 
mantener sistemas de vigilancia ante la posible expansión de esta especie desde 
territorios próximos. 
4. Factores ambientales como el clima y la densidad de hospedadores potenciales 
mamíferos condicionan la abundancia de Culex pipiens en ambientes acuáticos 
no urbanos del centro-sur de la península ibérica. Ello muestra que las regiones 
con mayor riesgo sanitario asociado a Culex pipiens en esta zona son aquellas 
moderadamente templadas y con abundancia de hospedadores mamíferos. 
5. Los vectores más importantes del virus de la lengua azul y del virus de la peste 
equina africana en Europa – Culicoides imicola y el grupo Culicoides obsoletus 
– pueden estar presentes en ambientes no ganaderos del centro-sur de la 
península ibérica pero en densidades muy bajas. Ello sugiere que otras especies 
más abundantes en estos ambientes – como el grupo Culicoides pulicaris – 
podrían ser los vectores principales de estos y otros patógenos transmitidos por 
dípteros del género Culicoides.  
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6. En ambientes no urbanos del centro-sur de la península ibérica los principales 
vectores de Leishmania infantum y de virus del género Phlebovirus – 
Phlebotomus perniciosus y Phlebotomus ariasi – son más abundantes en zonas 
agrícolas templadas. Estas son las zonas en las que se detectó la presencia de 
ADN de Leishmania infantum en estos vectores.  
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